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Résumé 
 L'adaptation à l'environnement est essentielle à la survie cellulaire et des organismes en 
général. La capacité d'adaptation aux variations en oxygène repose sur des mécanismes de 
détection de l'hypoxie et une capacité à répondre en amorçant un programme d'angiogenèse. 
Bien que la contribution du facteur induit par l'hypoxie (HIF) est bien définie dans l'induction 
d'une telle réponse, d'autres mécanismes sont susceptibles d'être impliqués. Dans cette optique, 
les études démontrant l'influence du métabolisme énergétique sur le développement vasculaire 
sont de plus en plus nombreuses. L'un de ces composés, le succinate, a récemment été 
démontré comme étant le ligand du GPR91, un récepteur couplé aux protéines G. Parmi les 
différents rôles attribués à ce récepteur, notre laboratoire s'intéressa aux rôles du GPR91 dans 
la revascularisation observée suite à des situations d'hypoxie dont ceux affectant la rétine. Il 
existe cependant d'autres conditions pour lesquelles une revascularisation serait bénéfique 
notamment suite à un stress hypoxique-ischémique cérébral. Nos travaux ont pour objectifs de 
mieux comprendre le rôle et le fonctionnement de ce récepteur durant le développement et 
dans le cadre de pathologies affectant la formation de vaisseaux sanguins. 
 
  Dans un premier temps, nous avons déterminé le rôle du GPR91 dans la guérison suite 
à un stress hypoxique-ischémique cérébral chez le nouveau-né. Nous montrons que ce 
récepteur est exprimé dans le cerveau et en utilisant des souris n'exprimant pas le GPR91, nous 
démontrons que dans un modèle d'hypoxie-ischémie cérébrale néonatal l'angiogenèse prenant 
place au cours de la phase de guérison dépend largement du récepteur. L'injection 
intracérébrale de succinate induit également l'expression de nombreux facteurs 
proangiogéniques et les résultats suggèrent que le GPR91 contrôle la production de ces 
facteurs. De plus, l'injection de ce métabolite avant le modèle d'hypoxie-ischémie réduit 
substantiellement la taille de l'infarctus. In vitro, des essaies de transcription génique 
démontrent qu'à la fois les neurones et les astrocytes répondent au succinate en induisant 
l'expression de facteurs bénéfiques à la revascularisation. 
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 En considérant le rôle physiologique important du GPR91, une seconde étude a été 
entreprise afin de comprendre les déterminants moléculaires régissant son activité. Bien que la 
localisation subcellulaire des RCPG ait traditionnellement été considérée comme étant la 
membrane plasmique, un nombre de publications indique la présence de ces récepteurs à 
l'intérieur de la cellule. En effet, tel qu'observé par microscopie confocale, le récepteur 
colocalise avec plusieurs marqueurs du réticulum endoplasmique, que celui-ci soit exprimé de 
façon endogène ou transfecté transitoirement. De plus, l’activation des gènes par stimulation 
avec le succinate est fortement affectée en présence d'inhibiteur du transport d'acides 
organiques. Nous montrons que le profil de facteurs angiogéniques est influencé selon la 
localisation ce qui affecte directement l'organisation du réseau tubulaire ex vivo. Finalement, 
nous avons identifié une région conservée du GPR91 qui agit de signal de rétention. De plus, 
nous avons découvert l'effet de l'hypoxie sur la localisation. 
 
 Ces travaux confirment le rôle de régulateur maître de l'angiogenèse du GPR91 lors 
d'accumulation de succinate en condition hypoxique et démontrent pour la première fois 
l'existence, et l'importance, d'un récepteur intracellulaire activé par un intermédiaire du 
métabolisme. Ces données pavent donc la voie à une nouvelle avenue de traitement ciblant 
GPR91 dans des pathologies hypoxiques ischémiques cérébrales et soulèvent l'importance de 
tenir compte de la localisation subcellulaire de la cible dans le processus de découverte du 
médicament. 
 
Mots-clés : récepteurs couplés aux protéines G, métabolisme énergétique, succinate, GPR91, 
angiogenèse, facteurs de croissance, ischémie-hypoxie cérébrale, cycle de Krebs, récepteurs 
intracellulaires 
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Abstract 
 The ability to adapt to the changing environment is essential for the survival of cells 
and organisms in general. The capacity to adjust to variations in oxygen content not only relies 
on the ability to sense hypoxia but also depends the time required to induce an angiogenic 
process. Notwithstanding the important contribution of the hypoxia inducible factor (HIF) in 
this response, other mechanisms are likely to be involved. Studies that have demonstrated the 
influence of metabolic compounds on vascular development are increasingly abundant. One of 
those compounds, succinate, has recently been indentified as the ligand of GPR91, a G-
protein-coupled receptor. Amongst the roles of this receptor, our group has been interested in 
determining its contribution in revascularisation observed following hypoxic events in the 
retina. Other pathological conditions could benefit from the contribution of GPR91 including 
cerebral hypoxia-ischemia. Our objective is to better understand the role of this receptor 
during development and in pathological conditions affecting blood vessel formation. 
 
 We first, determined the role of GPR91 in revascularisation following cerebral 
hypoxia-ischemia in the newborn. We show the expression of the receptor in the cerebral 
cortex. Using mice devoid of GPR91, we demonstrate that angiogenesis normally taking place 
during the recovery phase is largely dependent upon GPR91. Intracerebral injection of 
succinate induces the expression of several proangiogenic growth factors by activating 
GPR91. Furthermore, injection of succinate before cerebral H-I model substantially reduces 
the infarct size. In vitro, gene transcription shows that neurons and astrocytes respond to 
succinate and produce factors beneficial to revascularisation. 
 
 Considering the important physiological role of GPR91, a second study was initiated to 
better determine the molecular determinants controlling the receptor's activity.  The plasma 
membrane has classically been considered the typical GPCR's location of action but several 
new publications indicate the presence of such receptors within the cell. We observe, by 
confocal microscopy, the colocalisation of GPR91 (endogenous or transfected) with several 
marker of the endoplasmic reticulum. In addition, the gene induction observed when 
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stimulated with succinate is severely affected in presence of the compound probenicid, an 
organic anion transporter inhibitor. We also demonstrate that the profile of genes expressed is 
largely dependent on the localisation of the receptor and consequently affects the organization 
of the tubular network ex vivo. Finally, we have identified a conserved region of GPR91 that 
acts as a retention signal. Lastly, we have uncovered the consequence of hypoxia affecting the 
post-translational modification of GPR91 and its change in location from the ER to the plasma 
membrane. 
 
 This work confirms the role of GPR91 as a master regulator of angiogenesis in 
situations where succinate accumulates and demonstrated for the first time the existence, and 
importance, of an intracellular receptor activated by a metabolic intermediate. These results 
pave the way for future treatment targeting GPR91 in cerebral hypoxic ischemic pathologies 
and demonstrate the importance of taking into account the subcellular localisation in the drug 
discovery process. 
 
Keywords : G-protein-coupled receptor, metabolism, succinate, GPR91, angiogenesis, growth 
factors, cerebral ischemia-hypoxia, Krebs cycle, intracellular receptors. 
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Avant-propos 
 
 L’efficacité de la réponse est une indication de la chance de survie. En ce sens, la 
capacité d’adaptation d’un organisme est centrale à sa survie individuelle et, dans une 
perspective évolutive, la survie de l’espèce. 
 
 L’un des prérequis de l’adaptation est la capacité de déterminer la situation 
environnementale dans laquelle un organisme, un tissu ou une cellule se trouve. Pour ce faire, 
un système élaboré de ligands et de récepteurs pouvant induire des changements cellulaires 
permet la production de facteurs qui, une fois secrétés, induiront les changements nécessaires. 
Ce système de communication entre la cellule et son environnement a d’abord été décrit par 
Paul Ehrlich puis par John Newport Langley; les pères de la pharmacologie. 
 
 La présente thèse porte sur l’un de ces mécanismes d’adaptation. En étudiant 
spécifiquement le rôle et le fonctionnement d’un récepteur couplé aux protéines G, nous 
démontrons un mécanisme de régulation autocrine liant le métabolisme énergétique à 
l’angiogenèse. L’importance de la régulation de l’apport vasculaire à un tissu est centrale à la 
survie cellulaire. L’adaptation aux conditions changeantes de l’oxygénation tissulaire requiert 
divers systèmes de détection et d’ajustement du système vasculaire, essentiellement via la 
production de facteurs proangiogéniques. Nous verrons aussi que d’autres facteurs de 
croissance favorisant la guérison sont produits et sous le contrôle de ce système. 
 
 Nous verrons également que la localisation, à l’échelle cellulaire, de ce récepteur 
constitue un paramètre essentiel dans l’efficacité de la réponse. De plus, nous verrons que la 








A) Angiogenèse et réponse à l’hypoxie 
 
 Le développement vasculaire est dépendant de l’activité métabolique d’un tissu. John 
Hunter, anatomiste et chirurgien écossais, fut le premier à rapporter des observations en ce 
sens et du même coup établit le champ de l’angiogenèse vers la fin du 18e siècle. Il nota que 
différents organes présentent des degrés variés de vascularisation, ou densité vasculaire, selon 
l’état développemental dans lequel ils se trouvent (Hunter, 1840). Ainsi, les processus qui sont 
étudiés dans un contexte pathologique peuvent également s’appliquer en situation de 
développement normal de l’organisme. Dans les deux cas il s'agit de conditions où l’apport en 
oxygène et nutriment est insuffisant pour combler les besoins métaboliques. 
 
 Le système cardiovasculaire est d’ailleurs le premier système à se développer chez 
l’embryon; les cellules endothéliales provenant du mésoderme (Risau, 1997). S’il s’agit d’un 
développement par vasculogenèse, tel que chez l’embryon, les cellules endothéliales 
proviennent des angioblastes, eux-mêmes dérivés des cellules souches mésodermales, et 
s’organisent selon la présence de facteurs de croissance. L’angiogenèse quant à elle repose sur 
l’expansion, par prolifération des cellules endothéliales, d’un réseau vasculaire existant 
(Figure 1). Ce second mode de développement vasculaire peut être par ''sprouting'' ou 
''intussusceptive''. L’angiogenèse par ''sprouting'' permet d’établir un apport vasculaire dans 
une région ou un tissu qui est en hypoxie. L’angiogenèse ''intussusceptive'' consiste en une 
réorganisation de la structure d’un réseau vasculaire déjà établi (Figure 1) (Adair et al., 2010). 
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 Les travaux menés par Judah Folkman au cours des années 1970 menant à l’hypothèse 
que l’usage des thérapies anti-angiogenique serait utile dans le traitement des cancers 
marquèrent le début de l’ère moderne de la recherche sur l’angiogenèse (Folkman, 1971). On 
dénombre maintenant un nombre impressionnant de publications dans ce champ de recherche, 
mais également une quantité croissante d’outils thérapeutiques lui étant reliés.  
 
 Nous verrons d’abord les mécanismes de détection d’un environnement hypoxique, 
suivi des signaux issus du métabolisme produits par les cellules en hypoxie permettant de 
mettre sur pied une réponse. Finalement, les facteurs qui participent à la régénération du tissu. 
 
 
 Détection de l’hypoxie 
 
 L’oxygène, à l’inverse d’une majorité d’intermédiaires métaboliques, ne peut être 
entreposé dans une cellule. Impliqué dans nombre de réactions biologiques, mais 
particulièrement dans la phosphorylation oxydative, celui-ci devient rapidement un élément 
limitant du métabolisme en situation de carence en oxygène (Figure 2) (Ke et al., 2006). Dans 
ce cas, l’inhibition des prolyl -4-hydroxylases (PHD), une famille d’enzyme responsable de 
l’hydroxylation des résidus proline qui permet la reconnaissance et l’ubiquitination des 
protéines ciblées par le Von Hippel-Lindau (VHL), par l’oxygène est levée et permet 
l’accumulation du facteur de transcription HIF (hypoxia-inducible factor) et la transcription de 
plusieurs facteurs de croissance essentiels au développement vasculaire et au processus de 
réparation tissulaire ainsi que nombre d’enzymes du métabolisme énergétique (Tableau 1) 
(pour un schéma détaillant le mécanisme de dégradation de HIF voir Figure 2) (Ke et al., 
2006). En sa qualité de facteur de transcription, HIF lie les régions promotrices contenant un 
élément de réponse du HIF (HRE; HIF response element) et facilite le recrutement de 
coactivateurs aux promoteurs des gènes cibles. 
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 Il va s’en dire que HIF a, jusqu’à présent, été le plus étudié des mécanismes de 
détection de l’hypoxie, mais ce champ d’études s’intéresse maintenant à déterminer de 
nouveaux «détecteurs» de l’hypoxie. Dans cette perspective, les effets qu’a une diminution de 
la concentration d’oxygène sur les processus métaboliques sont en vogue. 
 
 
 Implication du métabolisme énergétique 
 
 Un nombre croissant de publications ont démontré que le métabolisme exerce lui-
même une certaine influence sur le développement vasculaire, et ce à différents niveaux. Ces 
travaux supportent la notion que les senseurs du métabolisme sont centraux à l’adaptation d’un 
apport sanguin insuffisant causé par une ischémie. 
 
 À titre d’exemple, le cofacteur transcriptionnel PGC-1α, un coactivateur du récepteur 
nucléaire PPAR-γ, induit l’expression du facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF: 
vascular entothelial growth factor), indépendamment du HIF, dans un modèle d’ischémie des 
membres postérieurs (hind-limb ischemia). Pour ce faire, PGC-1α lie le ''estrogen related 
receptor alpha'' (ERR-α), un récepteur nucléaire pouvant agir de cofacteur transcriptionnel, et 
participe à la liaison aux sites consensus 5'-GGTCA ou 5'-TGACCT contenus dans le 
promoteur du VEGF afin d’induire son expression. Ainsi le PGC-1α agit comme un senseur 
du stress oxydatif secondaire à l’ischémie et participe à la revascularisation du tissu (Arany et 
al., 2008). 
 
 Le fait que la concentration de nombreux intermédiaires du métabolisme soit affectée 
en condition d’insuffisance en oxygène est connu depuis les années 1980. En effet, dans le 
système nerveux central, deux études ont démontré d’importantes variations dans la 
concentration tissulaire du cerveau suite à différentes périodes d’hypoxie (Figure 3) 
(Folbergrová et al., 1974; Hoyer et al., 1986). Hoyer et al. démontrèrent une augmentation 
importante de fructose-di-phosphate, de lactate et de succinate après 15 minutes d’hypoxie 
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cérébrale complète chez le rat adulte (Hoyer et al., 1986). Folbergrova et al. (1974), observa 
une élévation significative de succinate après 5 minutes d’ischémie (Folbergrová et al., 1974). 
La compréhension du fonctionnement des voies métaboliques permet d’apprécier l’impact 
d’une déficience en oxygène sur les réactions enzymatiques métabolique (Figure 3). Produits 
du cycle de Krebs, les intermédiaires énergétiques, tels que le succinate et l’alpha-
cétoglutarate, permettent la conversion du glucose en ATP. Ce faisant, le cycle consomme de 
l’oxygène et génère du CO2. La partie du cycle consommant le plus d’oxygène est certes la 
conversion du succinate en fumarate par le complexe II de la chaîne oxydative; l’oxygène 
servant d’accepteur final d’électron. 
 
 Leurs caractères proangiogéniques a également été étudié in vitro et in vivo. Ces études 
ont montré une augmentation de la formation de tubes lors de stimulation de cellules 
endothéliales humaines (HUVEC) avec le lactate, le pyruvate, le malate ou l’adénosine (Burns 
et al., 2003). Les résultats de Lee et al. montrent l’effet proangiogénique du pyruvate sur des 
membranes choriallantoïque d’embryon de poulet ainsi que sur la prolifération cellulaire et la 
formation de tube (Lee et al., 2001). Les travaux de Neuman quant à eux ont démontré les 
propriétés prolifératives du pyruvate, de l’alpha-kétoglutarate et de l’oxalacetate tel que testé 
sur des cellules de carcinome de Walker (Neuman et al., 1958). Également, dans un modèle 
animal d’occlusion de l’artère cérébrale moyenne (MCAO), Wang et al. ont confirmé les 
effets bénéfiques du pyruvate. Cette propriété, qui confère une protection cérébrale, repose sur 
l’effet anti-inflammatoire causé par une réduction de l’activité Nf-kB et une diminution de 
l’expression de MMP-9 (Wang et al., 2009). 
 
 De façon analogue, l’effet protecteur du lactate a également été étudié. Longtemps 
considérés comme un déchet métabolique, les travaux de Schurr et al. démontrèrent que ce 
métabolite pouvait être utilisé par les neurones comme source d’énergie (Schurr et al., 1988). 
Se basant sur ces données, Berthet et al. ont démontré que l’injection de lactate, même une 
heure après l’ischémie cérébrale, réduisait significativement l’impact négatif sur les fonctions 
neurologiques (Berthet et al., 2009). Les auteurs n’ont pas démontré de mécanisme, mais 
suggèrent que cette protection repose sur l’augmentation en substrat que constitue l’ajout 
exogène de lactate. Même en présence d’oxygène, le lactate a été démontré comme induisant 
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l’expression du VEGF par les macrophages suggérant qu’il s’agit là d’un indicateur puissant 
d’un manque d’oxygène (Constant et al., 2000). De plus, l’ajout de lactate exogène à une plaie 
accroît la production de TGF-β, VEGF et d’IL-1 ainsi que la déposition de collagène (Trabold 
et al., 2003). En somme, s’il contribue à la guérison et, dans certaines études, à la production 
de facteurs bénéfiques, le récepteur par lequel il agit demeure inconnu. 
 
 Le mode d’action conférant les effets bénéfiques de ces composés n’a, jusqu’à 
maintenant, été que très peu étudié. Selon les travaux de différents groupes, incluant le nôtre, 
la production de facteurs de croissance proangiogéniques constitue un élément central de ce 
mode d’action. L’objectif général consiste maintenant à identifier la composante réceptorielle 
via laquelle ils agissent. 
 
 
 Angiogenèse: facteurs de croissance 
 
 L’identification d’une déficience dans l’apport en oxygène ne constitue que la première 
phase du processus d’angiogenèse qui doit être suivie par la sécrétion de molécules capables 
d’induire les changements nécessaires aux réseaux vasculaires. Voyons maintenant quelques-
uns de ces facteurs de croissance pertinents dans le cadre de nos travaux. 
 
 a) VEGF 
 
 Identifié en 1989 par le groupe de Napoleone Ferrara au département de biologie 
moléculaire de l’entreprise Genentech, le VEGF est l’un des marqueurs principaux qu’un 
processus angiogénique est en cours (Leung et al., 1989). Le génome des mammifères contient 
le code génétique permettant de produire cinq protéines de la famille VEGF; VEGF-A, PIGF, 
VEGF-B, VEGF-C et VEGF-D (Shibuya, 2013). VEGF-A, généralement simplifié à VEGF, 
est essentiel à la formation de vaisseaux sanguins au cours de l’embryogenèse. 
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 Les souris VEGF-A -/- et +/- présente d’ailleurs un phénotype léthale (Carmeliet et al., 
1996; Ferrara et al., 1996). En plus de la diversité de séquences codantes, un épissage 
alternatif permet de produire différents variants. Par exemple, VEGF-A se présente dans les 
formes VEGF121, VEGF121b, VEGF145, VEGF165, VEGF165b, VEGF189, VEGF206 
(Figure 4). Chaque isoforme, caractérisé par une longueur variée en acides aminés, a des 
propriétés de liaison aux récepteurs tyrosine kinase qui lui sont propre ainsi qu’une capacité de 
diffusion dans la matrice extracellulaire qui diffèrent. Cette variabilité de diffusion est due à la 
présence, ou l’absence, d’un domaine de liaison à l’héparine (exons 6 et 7). Ce domaine est 
responsable de l’interaction entre le VEGF et la matrice extracellulaire. Le variant 121 étant 
dépourvu de ces domaines diffuse librement. À l’inverse, les variants 189 et 206 contiennent 
ces domaines et présentent une mobilité réduite (Bacic et al., 1995; Neufeld et al., 1999). 
L’importance de ces différents variants est tel que les souris n’exprimant que 
l’isoforme VEGF120 décèdent dans les premières semaines de vie (Pritchard-Jones et al., 
2007). Les isoformes VEGFxxxb quant à eux ont une affinité plus faible pour le récepteur et 
compétitionnent avec VEGF-A ce qui affecte négativement l’angiogenèse (Figure 4) 
(Pritchard-Jones et al., 2007). 
 
 L’effet proangiogénique de VEGF-A dépend de la liaison au récepteur VEGFR-1 et 
VEGFR-2; des récepteurs tyrosines kinases principalement exprimés par les cellules 
endothéliales. L’activation de ces récepteurs induit un signal de migration cellulaire et de 
prolifération permettant la formation de nouveaux capillaires sanguins. À titre d’exemple, la 
liaison du VEGF à VEGFR-2 induit sa dimérisation et auto-phosphorylation et induit 
l’activation de nombreuses protéines dans la cellule endothéliale dont la phospholipase C-γ, 
PI-3K, Ras GTPase-activating protein(Guo et al., 1995) et les protéines de la famille 
Src(Eliceiri et al., 1999) (Figure 5). 
 
 Plusieurs agents pharmacologiques ciblant le VEGF et ses récepteurs sont actuellement 
sur le marché (Tableau II). Leurs applications principales touchent l’oncologie, mais 
également les pathologies rétiniennes impliquant l’angiogenèse (Neufeld et al., 1999). Ces 
agents anti-angiogéniques se heurtent toutefois à une augmentation du taux de résistance, 
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particulièrement en oncologie et c’est pourquoi la combinaison de ces drogues avec d’autres 
composés est actuellement à l’étude (Lambrechts et al., 2013). 
 
 b) ANG1/2 
 
 Suite à l’identification du système VEGF-VEGFR, le système des Angiopoiétines 
(Ang) et des récepteurs Tie a été démontré comme essentiel au processus de développement 
vasculaire (Dumont et al., 1992; Partanen et al., 1992; Iwama et al., 1993; Maisonpierre et al., 
1993; Sato et al., 1993). La famille des angiopoïétines inclut les Ang-1 à 4 ainsi que sept 
protéines ''Angiopoietines-like''. Les angiopoïétines 1 et 2 lient le récepteur tyrosines kinases 
TIE2 («Tyr Kinase with Ig and EGF homology domains»); Ang1 à titre d’agoniste et Ang2 en 
tant qu’antagoniste (Figure 6). Le ratio Ang1/Ang2 détermine l’état dans lequel les cellules 
endothéliales se trouvent; soit un état quiescent ou activé. L’état activé correspond au 
relâchement des jonctions cellulaires et permet de répondre aux autres signaux 
proangiogéniques, notamment du VEGF, présent dans l’environnement et ainsi adapter aux 
besoins de l’organe en permettant un remodelage vasculaire. En résumé, le processus 
d’angiogenèse requiert la déstabilisation de la structure vasculaire rendue possible par une 
réduction du ratio Ang1/Ang2 (Fagiani et al., 2013). 
 c) Cytokines inflammatoires 
 
 La contribution du système immunitaire dans l’angiogenèse est reconnue à différents 
niveaux. La sécrétion des cytokines influence la prolifération, la survie et l’apoptose ainsi que 
la migration et l’activation des cellules endothéliales (Naldini et al., 2005). Parmi la diversité 
de cytokines existantes, la famille des Interleukines est l’une des plus étudiées et pour laquelle 
nombres d’études ont démontré une implication dans l’angiogenèse. IL-1 fait partie de cette 
famille et son rôle dans l’angiogenèse a été démontré comme étant essentiel. In vitro, IL-1b 
stimule la prolifération des cellules endothéliales(Dinarello, 1996; Dinarello, 1998) alors 
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 En plus de lui-même induire l’expression de VEGF, Il-6 participerait à l’angiogenèse 
en favorisant la prolifération et la migration de cellules endothéliales cérébrales et des cellules 
de muscles lisses (Wang et al., 2003; Nilsson et al., 2005; Yao et al., 2006). Finalement, IL-6 
favoriserait la prolifération de cellules progénitrices endothéliales in vitro (Fan et al., 2008). 
 
 L’orchestration des molécules angiogéniques permet la mise en place d’un réseau 
vasculaire assurant le fonctionnement de l’organisme. Le système nerveux représente un tel 
organe où un apport insuffisant se fait vite sentir. 
 
 Le système vasculaire du système nerveux central 
 
 L’approvisionnement cérébral en oxygénation et nutriments est rendu possible par 
l’apport sanguin de quatre artères ascendantes; deux artères carotides et deux artères 
vertébrales (Figure 7). Les artères carotides se divisent en artères carotides interne et externe. 
La première assurant la circulation intracrânienne et l’irrigation des artères antérieures et 
cérébrales moyennes alors que la seconde irrigue le domaine extracrânien (Figure 7). Avant de 
pénétrer le tissu cérébral, les carotides internes et le système vasculaire vertébral anastomosent 
et forment le cercle de Willis. Cette structure assure un apport vasculaire minimal lorsque 
l’une des artères est obstruée ou lésée (JE et al., 2008). 
 
 Alors que la macrovasculature assure l’apport sanguin à l’organe, c’est la 
microvasculature qui assure une distribution fine aux cellules du système nerveux (Figure 8). 
C’est cette microvasculature qui peut être influencée et sur laquelle nos études se concentrent. 
Dans un contexte pathologique, un blocage de la circulation artérielle affectera la 
microvasculature. Dans de tels cas, on parlera d’ischémie-hypoxie. 
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B) Ischémie-Hypoxie cérébrale 
 
 Plusieurs conditions pathologiques impliquent, à divers degrés, une condition 
d’hypoxie cérébrale. Les accidents vasculaires cérébraux (AVC) chez l’adulte sont certes les 
plus communément observés, mais l’avancée des connaissances démontre que certaines 
maladies neurodégénératives impliqueraient également une déficience en oxygène ou, à tout le 
moins, présenteraient une composante d’hypoxie comme c’est notamment le cas pour la 
maladie d’Alzheimer (Desai et al., 2009; Hunter et al., 2012). 
 
 Le cerveau des jeunes enfants, on l’oublie souvent, est également susceptible d’être 
exposé à des épisodes d’ischémie-hypoxie causant de sévères désordres du développement. 
L’impact de dommages causés de façon précoce affecte de façon profonde le développement 




 Chez les nouveau-nés 
 
 Raju et al. ont compilé que près d’une naissance sur 2300 à 5000 présente des 
dommages cérébraux potentiellement causés par une période d’ischémie-hypoxie (Nelson et 
al., 2004; Raju et al., 2007). En considérant que plus de 95% de ces enfants survivront jusqu’à 
l’âge adulte, les coûts, tant économiques que sociaux, associés aux problèmes neurologiques 
sont considérables. Les estimations de Perkins et al. suggèrent qu’au moment de la décharge 
les coûts d’hospitalisation à eux seuls s’élèvent à près de 21000$ US (Perkins et al., 2009). 
Cette étude soulève également une variation du coût d’hospitalisation selon la nature de 
l’accident vasculaire cérébral. Les coûts associés aux traitements à long terme n’étant pas 
inclus dans cette étude, les auteurs rappellent que ceux-ci devront être supportés pour la vie 
entière des individus atteints ce qui accroît substantiellement les coûts totaux. 
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 L’un de ces types d’accidents vasculaires, l’ischémie artérielle («ischemic perinatal 
stroke»: IPS) serait la cause de près de 30% des cas de paralysie cérébrale (CP: «cerebral 
palsy»)(Raju, 2008); une condition débilitante et requérant une aide continue. En plus de la 
CP, l’hypoxie-ischémie cérébrale est la cause primaire des encéphalopathies hypoxiques 
ischémiques et des leukomalacies périventriculaires (Ferriero, 2004). (Figure 9) Ces 
conditions sont généralement observées chez les prématurés ou les nouveau-nés et, quoique 
les mécanismes en jeux ne sont pas clairement définis, il existe quelques possibilités de 
traitements. 
 
 a) Traitements actuels 
 
 Ces traitements actuellement disponibles sont essentiellement de nature supportives. 
L’utilisation du magnésium, des bloqueurs des canaux calciques ainsi que les antagonistes du 
récepteur du NMDA, durant la phase aiguë, visent à réduire les dommages causés par 
l’hypoxie-ischémie. L’accent est donc centré sur la neuroprotection, la prévention de 
l’hyperthermie et de l’hypoglycémie ainsi que la normalisation de la perfusion et des 
paramètres de ventilation (Cnossen et al., 2009). Chez ces patients, diverses approches visant à 
réduire la mort neuronale dans le but de maintenir une fonction cérébrale sont favorisées. À 
long terme, la réhabilitation incluant la thérapie par le mouvement semble également produire 
des résultats prometteurs (Kirton et al., 2007). 
 
 L’hypothermie, bien que son mode d’action précis demeure vague, constitue l’une des 
approches de plus en plus populaires (Adelson et al., 2013). Une réduction de la température 
cérébrale de quelques degrés suffit pour observer des résultats significatifs (Groenendaal et al., 
2009; Thoresen, 2011). Dans les modèles animaux, elle diminue la relâche de glutamate 
(Thoresen et al., 1995), normalise la synthèse protéique (Bergstedt et al., 1993) et réduit le 
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 L’absence de diversité dans les traitements pharmacologiques est en partie justifiée par 
une mauvaise compréhension de la pathologie, de ses sources et des différents facteurs 
favorisant sa genèse. De plus, l’amélioration des technologies d’imageries médicales rend 
maintenant possible la détermination rapide des caractéristiques de l’ischémie dans chaque cas 
(Raju et al., 2007; Kirton et al., 2009). 
 
 b) Voies d’avenirs 
 
 Notre laboratoire a suggéré, et démontré en utilisant des modèles animaux, que de 
nombreux médiateurs générés au cours de l’insulte agissent de façon délétère sur la 
microvasculature cérébrale. 
 1. La	  mort	  des	  cellules	  endothéliales	  induite	  par	  le	  8-­‐Iso-­‐Prostaglandin	  F2α (Brault	  et	  al.,	  2003).	  2. La	  dégénération	  microvasculaire	  induite	  par	  le	  stress	  oxydatif	  (Sirinyan	  et	  al.,	  2006)	  via	  la	  génération	  d’acide	  trans-­‐arachidonique	  et	  l’activation	  subséquente	  du	  GPR40	  (Honore	  et	  al.,	  2013).	  3. La	  dégénération	  microvasculaire	  induite	  par	  la	  génération	  de	  LPA	  (Brault	  et	  al.,	  2007).	  4. L’effet	  négatif	  de	  l’inflammation	  causée	  par	  l’IL-­‐1β	  tel	  que	  démontré	  lors	  de	  l’utilisation	  bénéfique	  d’un	  antagoniste	  peptidique	  (Quiniou	  et	  al.,	  2008).	  
 
 Jusqu’à présent ces évidences expérimentales identifient des facteurs responsables des 
dommages au système vasculaire cérébral lors du stress hypoxique ischémique. 
L’identification de ces facteurs permettrait, en théorie, d’établir de nouveaux traitements 
capables d’atténuer les effets négatifs de la phase aiguë. 
 
 Une seconde approche, plus récente et gagnant en popularité, consiste à élucider les 
mécanismes de guérison normale de l’organisme afin de les exploiter et d’améliorer la 
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restauration des zones endommagées. Nous présentons ici trois approches d’intérêts en lien 
avec notre hypothèse. D’abord, l’injection de cellules souches chez la souris, puis l’utilisation 
de l’érythropoïétine (EPO) dans un essai clinique et, enfin, l’utilisation d’un agoniste dérivé 
des cannabinoïdes. 
 
 Pabon et Borlongan se sont penchés sur l’avancée des traitements des hypoxies-
ischémies cérébrales à base de cellules souches (Pabon et al., 2013). Leur revue de la 
littérature sur ce sujet suggère que, bien que la sécurité à court terme ait été démontrée, les 
effets à long terme sont toujours inconnus. Les données concernant l’efficacité sont toujours 
en attente, mais les connaissances actuelles suggèrent que les effets neurotrophiques, anti-
inflammatoires et antioxydants favoriseront la récupération du tissu cérébral. Les auteurs sont 
d’avis que la thérapie cellulaire combinée à l’hypothermie permettra, à la fois, de réduire 
l’impact de la phase aiguë (dégénération) et d’accroître la récupération. 
 
 Dans le cadre du PENUT Trial («Preterm Erythropoientin Neuroprotection Trial»; 
NCT01378273) débutant en 2013, un regroupement de centres dirigé par Dr. Juul de 
l’Université de Washington testeront l’efficacité de l’injection intraveineuse puis sous-cutanée 
d’EPO, un facteur de croissance hématopoïétique de la super famille des cytokines impliqué 
dans l’érythropoïèse, mais également dans l’angiogenèse (Kertesz et al., 2004; Lombardero et 
al., 2011; Hernandez et al., 2012; Wang et al., 2012). Les critères d’inclusions sont l’âge 
gestationnel (de 24 à 27 semaines) et l’âge depuis la naissance (maximum de 24 heures). 
L’objectif est de déterminer si les effets neuroprotecteurs de l’EPO réduisent la mort ou la 
déficience neurodéveloppementale à 24-26 mois. L’essai a aussi pour objectif de définir s’il 
existe des risques à l’utilisation de l’EPO chez les petits prématurés, déterminer la 
concentration circulante de médiateurs inflammatoires et de biomarqueurs de dommage 
cérébraux. Cette étude vise également à comparer par imagerie par résonance magnétique la 
structure cérébrale des différents groupes sujets. 
 
 Enfin, Fernandez-Lopez et al., se sont intéressés au rôle bénéfique que peuvent jouer 
les récepteurs cannabinoïdes (CB1 et CB2) (Fernandez-Lopez et al., 2010). Ces récepteurs, 
principalement connus pour leur rôle dans les fonctions neuronales, ont récemment été 
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montrés comme favorisant la remyélination et la prolifération d’oligodendrocytes et de 
neuroblastes. Ces travaux démontrent que l’utilisation d’un agoniste pharmacologique de ces 
récepteurs est susceptible de favoriser la récupération après l’insulte. 
 
 Ces trois exemples tirés de la littérature récente démontrent que les approches visant à 
favoriser la réparation du tissu neurale, via la stimulation de récepteurs couplés aux protéines 
G (RCPG) ou de facteurs de croissance aux effets diversifiés, suite à une insulte hypoxique 
ischémique est une voie d’intérêt et pour laquelle nous réalisons que nous ne pouvons nous 
limiter aux cibles classiques en lien avec le développement vasculaire. Largement étudiés dans 
le cadre du développement du médicament, les récepteurs couplés aux protéines G constituent 
un aspect particulièrement intéressant et susceptible de générer d’importantes retombées dans 
le champ des ischémies cérébrales. 
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C) Rôle des RCPG dans la réponse à l’hypoxie 
 
 RCPG : Généralités 
 
 L’importance des récepteurs couplés aux protéines G n’est plus à prouver. Leurs rôles 
dans une diversité de systèmes physiologiques et de conditions pathologiques ont été 
démontrés à de nombreuses reprises. La diversité d’agents pharmacologiques les ciblant, 
environ 36% des drogues sur le marché cible des RCPG humains (Tang et al., 2012), est une 
autre preuve de leur importance biologique. Ces récepteurs sont généralement classifiés en six 
classes selon leurs homologies de séquences et leurs similarités fonctionnelles (Figure 10) 
(Foord et al., 2005). Une classification plus récente, basée sur une analyse phylogénétique, 
propose de regrouper ces récepteurs en cinq familles sous l’acronyme GRAFS (pour 
glutamate, rhodopsine, adhésion, frizzled/taste2 et sécrétine) (Fredriksson et al., 2003). 
 
 L’étude de ces récepteurs n’a véritablement été entreprise que suite à l’isolation du 
récepteur β2-adrénergique par le groupe du Dr. Lefkowitz (Caron et al., 1976). 
L’identification de l’ADNc a permis de proposer l’existence d’approximativement 750-800 
RCPG dans le génome humain. De ce nombre environ 350 correspondraient à des RCPG non 
olfactifs (Fredriksson et al., 2003; Vassilatis et al., 2003) dont on estime qu’environ 140 sont 
toujours orphelins (Levoye et al., 2006; Tang et al., 2012). 	  
 Les RCPG partagent une organisation membranaire (topologie) similaire (Figure 11). 
Une région aminée (N-terminale) extracellulaire ainsi qu’une région carboxyl (C-terminale) 
intracellulaire liée par sept passages transmembranaires constitués d’hélice α. Cette 
connaissance de la structure de ces récepteurs a longtemps été basée sur les données 
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 Récemment le développement des méthodes cristallographiques a permis d’obtenir la 
structure de trois autres RCPG, soit le récepteur β2-adrénergique (Cherezov et al., 2007; 
Rasmussen et al., 2007), β1-adrénergique (Warne et al., 2008) et le récepteur A2A de 
l’adénosine (Jaakola et al., 2008). 
 
 La signalisation des RCPG 
 
 La signalisation propre à chacun des RCPG varie selon la structure du récepteur et les 
partenaires avec lesquelles cette structure lui permet d’interagir. Elle dépend également du 
changement de conformation induit par l’interaction avec un ligand, qu’il soit orthostérique ou 
allostérique (Figure 12). 
 
 L’étude des RCPG permit de démontrer que ces récepteurs signalent notamment via les 
protéines G et les arrestines. 
 
 a) Protéines G hétérotrimériques 
 
 Composé de trois sous-unités (Gα et βγ) l’activation du récepteur induit l’échange du 
GDP lié à la protéine G par un GTP la rendant active. Ce GTP induit un changement 
conformationnel résultant en la dissociation des sous-unités α et βγ l’activation d’effecteur. 
L’hydrolyse du GTP par la Gα inactive la sous-unité et permet la réassociation des sous-unités 
(Figure 12). 
 
 b) Arrestines 
 
 Initialement considéré comme des composantes importantes de la désensibilisation et 
de l’internalisation des RCPG leurs rôles dans l’échafaudage de complexes signalétiques se 
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révélèrent également importants. Formant une famille de quatre membres seuls les arrestines 2 
et 3, aussi appelés β-arrestine 1 et 2, sont exprimés de façon ubiquitaire; les arrestines 1 et 4 
étant limités au système visuel. Ce rôle dans la transmission du signal de RCPG a notamment 
été observé dans le recrutement et l’activation de c-SRC (Luttrell et al., 1999; DeFea et al., 
2000), MAPK et JNK (DeWire et al., 2007) (Figure 12).	  
 
 L’étude de la signalisation des RCPG est un domaine de recherche en lui-même et cette 
brève description ne met qu’en place les éléments permettant de faire le lien entre les 
composés du métabolisme énergétique et les mécanismes par lesquelles ils sont en mesure 
d’influencer les fonctions physiologiques. 
 
 Les RCPG spécifiques aux composés issus du métabolisme cellulaire 
 
 Tel que mentionné antérieurement, l’hypoxie cause un profond désordre métabolique 
causant l’augmentation ou la réduction d’intermédiaires ayant également le rôle de ligands. 
Dans cette section, nous verrons qu’il existe des récepteurs spécifiques aux intermédiaires du 
métabolisme. 
 
 a) L'adénosine et les récepteurs purinergiques 
 
 Déjà en 1929 Drury et Szent-Györgyi démontrèrent que l’ATP et l’adénosine 
extracellulaire avaient de puissants effets vasodilatateurs sur les vaisseaux coronaires (Drury 
et al., 1929). Plus tard, il fut proposé que l’ATP relâchée par les cellules endothéliales durant 
l’hypoxie induit la production d’oxyde nitrique et une vasodilatation (Burnstock, 2004). En 
1979 Burnstock démontra l’existence des récepteurs P1 et P2 respectivement pour l’adénosine 
et ATP/ADP. Au cours des années suivantes, de nombreux récepteurs purinergiques ayant 
chacun leurs propriétés, mais pouvant être principalement classifiés comme étant des RCPG 
ou des récepteurs canaux, ont été identifié (Burnstock, 2006). 
 

  31 
 Bern quant à lui proposa que l’adénosine est produite dans le tissu cardiaque lors 
d’ischémie-hypoxie et participe au contrôle du tonus vasculaire, assurant un apport constant en 
oxygène et nutriments (Feigl, 2004). Certains démontrèrent également que l’adénosine pouvait 
maintenir l’apport en oxygène en induisant l’expression de facteurs proangiogénique 
(Cronstein, 2004; Adair, 2005). Ces données démontrent que l’adénosine stimule la relâche 
d’IL-8, de bFGF et de VEGF via le récepteur A2B alors qu’elle réduirait l’expression du 
facteur anti-angiogenique TSP-1 via A2A (Feoktistov et al., 2002; Desai et al., 2005). 
L’interleukine 8 (IL-8), outre son rôle dans la migration cellulaire, participe également à 
l’angiogenèse en stimulant la prolifération endothéliale (Polet et al., 2013). 
 
 b) GPR91 et GPR99: récepteurs d'intermédiaires du cycle de Krebs 
 
 Ayant pour objectif de déterminer de nouvelles cibles thérapeutiques, de nombreux 
groupes s’attaquent à l’identification des ligands de récepteurs orphelins. Dans ce cas, 
l’identification de séquences codantes, permettant de prédire une séquence peptidique et la 
présence d’un récepteur, constitue une étape préliminaire essentielle. L’existence de GPR91 a 
d’abord été prévue par l’analyse bio-informatique de telles séquences génomiques disponibles 
tel qu’effectué par Wittenberg et al (Wittenberger et al., 2001). Il fallut toutefois attendre He et 
al. (2004) pour démontrer la spécificité de GPR91 pour le succinate et l’activation spécifique 
de certaines voies de signalisation (Ca2+, cAMP et IP3) en présence de ce ligand. Ces mêmes 
travaux démontrèrent également que le GPR99, un récepteur présentant une forte analogie 
avec le GPR91, est activé par l’alpha-cétoglutarate. D’un point de vue physiologique, cet 
article démontre également, outre une forte expression du messager ARN dans les tissus 
fortement vascularisés (Figure 13 A), que le succinate influence la pression artérielle. Ceci 
suggère, pour la première fois, que certains intermédiaires du cycle de Krebs pourraient avoir 
un rôle physiologique autre que dans la production d’énergie (Figure 13). 
 
 Cette idée a été reprise plus en profondeur dans les travaux de Toma (Toma et al., 
2008). Les auteurs postulent l’existence d’un lien entre les intermédiaires du métabolisme et 
l’hypertension artérielle. Ce faisant, ils lient une augmentation du glucose sanguin en contexte  
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de diabète à l’augmentation de la pression artérielle. Cette hausse de la pression artérielle 
repose sur l’augmentation de la relâche de rénine causée par la suractivation du GPR91 dans 
les cellules endothéliales glomérulaires. Les auteurs démontrent que le succinate induit la 
production d’oxyde nitrique (NO) et de prostaglandine E2 (PGE2) en plus d’induire une 
relâche calcique dans les cellules de l’endothélium (Toma et al., 2008). Vargas et al., 
démontrèrent un phénomène similaire soit la production de PGE2 et la relâche de rénine suite à 
la stimulation de cellules de la macula densa où le GPR91 est exprimé (Vargas et al., 2009). 
 
 Dans un autre contexte, Rubic et al,(Rubic et al., 2008) démontrèrent que le GPR91 
exprimé par les cellules dendritiques agit comme un senseur de danger immunologique. Ils 
observèrent que les cellules dendritiques dérivées des monocytes (iMoDC) sont celles qui, 
parmi les cellules du système immunitaire, expriment le plus le GPR91. Dans ces cellules, la 
stimulation par le succinate induit l’expression de IL-1β en synergie avec les récepteurs Toll-
like (TLR) activés par le lypopolysaccharide (LPS). Dans un test de migration cellulaire, les 
cellules U937 migrent de manière dose-dépendante. 
 
 Dans un 3e contexte, Sapieha et al. (Sapieha et al., 2008) ont démontré qu’en période 
d’hypoxie rétinienne, l’accumulation de succinate entraîne l’activation du GPR91 et permet le 
rétablissement d’un apport vasculaire suffisant à la rétine interne. Cette étude rapporte que 
l’expression du GPR91, spécifiquement par les cellules ganglionnaires de la rétine, assure la 
production et la sécrétion de facteurs proangiogéniques tels que le VEGF et les 
angiopoïétines 1 et 2. Dans ce cadre, l’atténuation de l’expression du récepteur dans un 
modèle de rétinopathie induite par l’oxygène réduit la néovascularisation pathologique 
normalement observée (voir Sapieha et al, 2008, figure 6). 
 
 c) Autres récepteurs d'intermédiaires du métabolisme 
 
 Plus récemment, les récepteurs GPR81, GPR109A et GPR109B ont été identifiés 
comme étant les récepteurs du lactate, du 3-hydroxy-butyrate et de l’acide 3-hydroxy-
octanoique, ces deux derniers étant des corps cétoniques issus de la béta-oxydation. D’une 
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part, le rôle du GPR81 et du lactate dans le contrôle de la lipolyse a été rapporté de façon 
convaincante (Liu et al., 2009). Cependant, Shurr et al. suggérèrent que le lactate peut servir à 
la production d'ATP (Schurr et al., 1988). L’effet bénéfique du lactate lors d’hypoxie cérébrale 
a été étudié par Berthet et al. Ces résultats démontrent que l'injection intra cérébral de lactate 
réduit la taille de la lésion causée par une obstruction de l'artère cérébrale moyenne. Une 
réduction de la mort cellulaire est également observée. L'existence que ces effets soient médié 
par un récepteur spécifique demeure possible mais n'a, jusqu'à maintenant, pas été le sujet de 
recherche concluante (Berthet et al., 2009). 
 
 S’ils soulèvent la question de l’existence de récepteurs spécifiques pour chacun, les 
fonctions des métabolites en dehors du contexte de la production énergétique soulèvent une 
seconde question concernant la localisation de ces récepteurs. 
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D) Une cellule dans une cellule 
 
 Au fil des découvertes sur la signalisation des RCPGs l’intérêt porté à leur localisation 
prit une certaine importance. Alors que le dogme classique supporta longtemps une 
localisation à la membrane plasmique de ces récepteurs, un nombre croissant d’évidences 
appuie l’existence de complexes signalétiques fonctionnels à l’intérieur de la cellule (Bkaily et 
al., 2012). En ce sens, la référence à l’expression ''une cellule dans la cellule'' qui réfère à la 
capacité du noyau de répondre aux changements cellulaires prend son sens (Bkaily et al., 
2012). Précisons cependant que nous discutons des récepteurs présents, à l’état basal, à 
l’intérieur de la cellule. Une nuance importante, car certains récepteurs, même une fois 
internalisés, continuent d’induire une signalisation (Calebiro et al., 2010). C’est donc 
spécifiquement sur l’activité des récepteurs résidents d’un domaine intracellulaire, plus 
spécifiquement du réticulum endoplasmique, que nous nous pencherons. 
 
 
 RCPG intracellulaire 
 
 Déjà en 1971 Robertson et Khairallah avaient postulé l’existence d’effets nucléaires de 
l’angiotensine II suite à l’injection intracardiaque de celle-ci (Robertson et al., 1971). Alors 
même que l’existence d’un récepteur pour ce peptide n’était qu’une hypothèse, ils écrivent : « 
The selective cellular localization of angiotensin II suggest that this vasoactive agent or some 
of its metabolic fragments may have specific effects on nuclear function » (Robertson et al., 
1971). Le récepteur de l’angiotensine a effectivement été identifié et localisé au noyau (Lu et 
al., 1998; Marrache et al., 2002; Lee et al., 2004). Plus près de nous, le postulat de l’existence 
de RCPG spécifique pour les dérivés lipidiques localisés à l’intérieur de la cellule naquit suite 
à l’identification, à la membrane nucléaire (MN) et au réticulum endoplasmique (RE) de 
plusieurs composantes enzymatiques essentielles à la synthèse d’intermédiaires lipidiques 
précurseur à la formation(Morita et al., 1995) ou impliqué dans le transport des 
prostaglandines (Kanai et al., 1995; Bhattacharya et al., 1998). Ces découvertes menèrent à la 
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démonstration de récepteurs nucléaires EP (EP3 et EP4) et LPAR-1 fonctionnels capables 
d’induire la relâche de calcium et l'expression génique (Bhattacharya et al., 1998; 
Bhattacharya et al., 1999; Gobeil et al., 2003) (Figure 14). 
 
 Depuis, plusieurs autres récepteurs de cette famille ont été observés à l’intérieur de la 
cellule, et ce dans différents organes et type cellulaire (Tableau III). À cela s’ajoute la 
détermination de la présence dans la région périnucléaire des nombreuses protéines impliquées 
dans la transmission du signal et la production de seconds messagés tels que les protéines G 
(Zhang et al., 2001; Gobeil et al., 2002; Boivin et al., 2005), l’adénylate cyclase (Dupre et al., 
2006; Dupre et al., 2007), les phospholipases (Schievella et al., 1995; Kim et al., 1996; 
Freyberg et al., 2001), les «G-protein Receptors Kinases» GRKs (Yi et al., 2002; Johnson et 
al., 2004; Yi et al., 2005) et la «Protein Kinase A» PKA (Sastri et al., 2005). Ces découvertes 
ne confirment pas en elle-même l’existence de récepteurs fonctionnels dans la région 
périnucléaire, mais permettent de supposer la présence d’une machinerie complète et 
fonctionnelle qui permettra au récepteur d’activer un patron de signalisation spécifique et 
d’induire les changements cellulaires requis à partir de la région périnucléaire. Elle soulève 
également la question de la pertinence de la localisation de ces protéines qui ne seraient 
autrement pas requises. 
 
 Si la majorité des études concernant les RCPGs intracellulaires ont mis l’emphase sur 
les récepteurs à la membrane nucléaire, certaines ont démontré leurs présences au RE et même 
la possibilité d’activité à partir de cette organelle. 
 
 Parmi ces travaux, rappelons d’abord ceux portant sur le récepteur AR-a2C ayant 
démontré que la majeure portion de ce récepteur, endogène (Rosin et al., 1996; Richman et al., 
1998; Brum et al., 2006) ou transfecté (Brum et al., 2006; Angelotti et al., 2010), est retenu 
dans le réticulum endoplasmique. Hurt et al démontrèrent toutefois que cette localisation varie 
selon le type cellulaire suggérant la participation de partenaires d’interactions cellule-
spécifique (Hurt et al., 2000). En effet, une différence majeure dans la localisation du 
récepteur est observable selon qu’il s’agisse de cellules NRK, AtT20 ou PC12 (Figure 15). 
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suggérant une fonctionnalité équivalente entre les récepteurs à la membrane plasmique et 
intracellulaire (Hurt et al., 2000). 
 
 Une seconde série de travaux, pour sur le récepteur du GABA, démontra que l’absence 
de la sous-unité GABAB2 empêche la sous-unité GABAB1 d’échapper du réticulum 
endoplasmique et d’atteindre la membrane plasmique (White et al., 1998; Margeta-Mitrovic et 
al., 2000). Dans ce cas, le motif de rétention RXR présent dans la portion C-terminale de la 
sous-unité B1 est masqué lors de l’assemblage du complexe hétérodimériques permettant la 
translocation du complexe et aux auteurs de qualifier l’hétérodimérisation de point de contrôle 
du traffic («trafficking checkpoint») (Jones et al., 1998; Ng et al., 1999). La sous-unité B1 ne 
peut migrer seule à la membrane. Il s’agissait là d’un mécanisme semblable à ce qui avait été 
déterminé pour le canal K+-dépendant de l’ATP, un canal à multiples passages 
transmembranaires (Zerangue et al., 1999). 
 
 De façon similaire, la mutation des sites de glycosylation Asn18 et Asn33 accélère 
l’export des récepteurs delta-Opioide du RE à la membrane plasmique (Markkanen et al., 
2008) suggérant que, dans le cas de ce récepteur, le motif de glycosylation influence la 
structure conformationnelle des récepteurs et, du même coup, l’interaction avec des 
partenaires permet la rétention au RE. Cette rétention plus longue du récepteur natif assurerait 
l’expression de récepteur mature et correctement replié. 
 
 À l’inverse des exemples précédent, le GPR30 représente probablement la preuve la 
plus pertinente d’un récepteur localisé de manière constitutionnelle au RE et, bien qu’une 
certaine controverse demeure en ce qui concerne la nature de son ligand, les évidences 
expérimentales suggèrent, dans l’ensemble, que le récepteur agisse de cette localisation. Ce 
récepteur est adéquatement localisé au réticulum endoplasmique par co-marquage avec le 
récepteur KDEL, un marqueur spécifique du réticulum endoplasmique (Revankar et al., 2005). 
Les travaux de Otto et al. confirment la spécificité de l’anticorps (en démontrant la 
colocalisation du récepteur couplé au GFP et du marquage à l’anticorps contre GPR30), mais 
soulèvent un doute quant à la spécificité du récepteur pour l’estrogène (Otto et al., 2008) 
(Figure 15). 
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 Ces quelques exemples de récepteurs à sept passages transmembranaires étant observés 
au réticulum endoplasmique nous démontrent que la localisation de ceux-ci peut être 
influencée par de nombreux paramètres incluant les partenaires d’interactions et la présence de 
séquences de rétention au réticulum endoplasmique. 
 
 Export et rétention au RE 
 
 C’est principalement dans le cadre de travaux portant sur la synthèse et la maturation 
des RCPG que leurs mécanismes d’exportations et de rétention ont été étudiés. Règle générale, 
nous avons cherché à déterminer les séquences peptidiques agissantes, en induisant une 
structure tertiaire caractéristique, de signal de rétention au réticulum endoplasmique, mais il 
est également pertinent de voir quelques éléments déterminant la localisation de protéine 
membranaire à la membrane plasmique. 
 
 a) Signaux d’export à la membrane 
 
 Dans les protéines membranaires, autres que les RCPG, deux classes de signaux 
d’exports du RE ont été identifiées. Les motifs de type diacidique (DXE) ont été observés dans 
le domaine C-terminal de la protéine virale VSVG, le canal CFTR ainsi que le canal Kir2.1 
(Nishimura et al., 1997; Nishimura et al., 1999; Wang et al., 2004). DXE permet notamment 
l’interaction avec COPII et des protéines accessoires dans certains cas (Nishimura et al., 
2002). La seconde classe est constituée de motif dihydrophobe de type double phénylalanine 
(FF). Il est en autre requis pour le transport des protéines ERGIC-53, p24 ainsi que Erv41-
Erv46 (Fiedler et al., 1996; Dominguez et al., 1998; Nufer et al., 2002; Otte et al., 2002; Nufer 
et al., 2003). Ce signal permet l’interaction avec Sec23/24 et, s’il est aboli, affecte l’export à la 
membrane (Dominguez et al., 1998). 
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 Dans le cas des RCPG, les travaux ont également supporté l’importance de la région C-
terminale à proximité de la membrane. Une série de séquences ont été identifiées par 
mutagenèse. 
 




 L’importance de ce motif a été démontrée dans la translocation vers la membrane 
plasmique via les puits de clathrine (Hunziker et al., 1994; Heilker et al., 1996). Certains ont 
démontré que ce motif est crucial à l’expression à la membrane plasmique du récepteur V2R 
(Schulein et al., 1998). Le récepteur mutant pour le glutamate ou la leucine (ou la combinaison 




 Identifiée dans le récepteur de la dopamine de type 1 (D1R), la mutation des 
phénylalanines entraîne un changement de distribution (rétention complète au RE). En 
contrepartie, une telle mutation entraîne une perte de capacité à induire la production d’AMPc 




 Ce motif a été identifié dans le domaine C-terminal du récepteur de la vasopressine 
(V1b/V3). Dans ce cas également, la mutation des résidus essentiels diminue la distribution à 
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 Cette séquence, observée dans les récepteurs α2B-AR et AT1R, est essentielle pour 
l’expression à la surface ainsi que la signalisation de ces récepteurs (Duvernay et al., 2004). 
 
 Région N-terminale 
 
 Le rôle de la région N-terminal dans l’export des RCPGs a également été étudié. Le 
domaine incluant les 12 premiers acides aminés du récepteur α2B-AR est essentiel à la 
localisation à la membrane plasmique puisqu’une fois tronqué le récepteur est maintenu au RE 
(Dong et al., 2006). C’est également dans cette région que la glycosylation peut influencer la 
localisation, mais l’importance de cette composante, comme nous le verrons plus loin, varie 
largement selon les récepteurs. 
 




 Identifiée par Munro et Pelham (Munro et al., 1987), la séquence peptidique Lys-Asp-
Glu-Leu (KDEL) permet la rétention au réticulum endoplasmique de protéines solubles 
destinées à être maintenues dans la lumière de celui-ci. Ces protéines, telles que les 
chaperones BiP (grp78), grp94 et la disulfide isomérase, contiennent cette séquence dans leur 
région C-terminal et permettent l’interaction avec le récepteur KDEL. Cette interaction induit 
la formation de vésicule COPI assurant le transport rétrograde et le retour de ces protéines 




 En ce qui a trait aux protéines membranaires, la séquence de récupération Lys-Lys-X-
X (KKXX) permet l’interaction entre la protéine et le complexe COPI sans dépendre d’un 
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 À l’inverse, la séquence RXR constitue un signal fort de rétention au RE qui, 
seulement s’il est masqué, peut permettre la distribution à la membrane plasmique. Cette 
séquence est à la base des motifs de rétentions présents dans les récepteurs GABAB1 et V2R 





 Les séquences de rétentions ci-haut mentionnées sont situées dans la portion C-
terminale (cytosolique) des protéines et récepteurs et constitue donc des signaux reconnus par 
la machinerie cellulaire présente dans le cytosol. À l’inverse, l’étude menée par Angelotti et 
publiée en 2010 dévoile la présence, dans le domaine N-terminal du récepteur 
adrénergique alpha2c (a2c-AR), d’une nouvelle séquence de rétention au RE (Angelotti et al., 
2010). Cette séquence peptidique ALAAALAAAAA constituerait la première démonstration 
d’une séquence de rétention sur la face luminale du RE pour un RCPG. 
 
 Il est important de noter que dans cette même étude, les auteurs démontrèrent que la 
mutation des sites de glycosylations dans les domaines extracellulaires réduit d’environ 5% la 
proportion de récepteurs intracellulaires au profit de la membrane plasmique. Une réduction 
qui, selon les auteurs, n’est pas déterminante dans le cas de ce récepteur. 
 
 Malgré ces travaux, l’objet précis de la rétention de l’isoforme 2C est inconnu. 
Fillipeanu et al. suggèrent l'existence d’un défaut intrinsèque entraînant un mauvais repliement 
et des problèmes d’exportation (Angelotti et al., 2010). Hurt et al. quant à eux postulèrent qu’il 
ne s’agit là que d’un mécanisme de rétention distinct sans invoquer la théorie du mauvais 
repliement (Hurt et al., 2000; Filipeanu et al., 2011). 
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 En conclusion, nous avons vu qu’il existe différents signaux de rétention au réticulum 
endoplasmique. Parmi ces travaux, retenons deux conclusions d’Angelotti et al. pertinentes à 
nos travaux: 1) un signal de rétention au RE peut être localisé sur la face luminale du RCPG et 
2) il est possible que l’état de la glycosylation influence la distribution cellulaire d’un RCPG. 
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 Modifications post-traductionnelles des RCPG 
 
 Diverses modifications post-traductionnelles peuvent contribuer à modifier la structure 
des RCPG et ainsi influencer leur activité et leur localisation (Janovick et al., 2003; Pietila et 
al., 2005; Conn et al., 2006; Janovick et al., 2006) (Figure 17). La phosphorylation de ces 
récepteurs, notamment par les GRKs, influence l’interaction avec plusieurs protéines 
d’échafaudages et contribue au recrutement de protéines de signalisation permettant la 
transduction du signal et la désensibilisation (internalisation et dégradation/recyclage) des 
récepteurs. 
 
 L’ajout de chaîne lipidique, telle que la palmitoylation, via un lien covalent lié à une 
cystéine, a été observé au cours des années 1980 et, pour certains récepteurs, influence la 
conformation, la dimérization des récepteurs (Zheng et al., 2012) et la localisation cellulaire 
(Karnik et al., 1993; Zhu et al., 1995; Fukushima et al., 2001; Percherancier et al., 2001). 
 
 L’ubiquitination est certes réputée pour contrôler la dégradation des protéines, une 
tâche qu’elle exécute également sur les RCPGs, mais participe aussi à réguler l’expression à la 
surface et l’activité de ces récepteurs. C’est d’ailleurs le cas du récepteur Frizzled dont 
l’expression à la membrane est fortement augmentée lorsqu’il est désubiquitiné. Cette 
réduction de l’état d’ubiquitination augmente l’activité de ce récepteur (Mukai et al., 2010). 
De façon similaire, l’état d’ubiquitination du récepteur de l’albinisme oculaire de type 1 
(OA1) influence la localisation dans les endosomes en augmentant ainsi la quantité délivrée au 
tissu (Giordano et al., 2011).                                            .
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 Enfin, la glycosylation constitue l’une des modifications les plus ubiquitaires, non 
seulement pour la famille des RCPGs, mais pour nombre de protéines. Le rôle de la 
glycosylation comme signal actif de rétention des RCPG au RE n’a jamais, à notre avis, été 
étudié. 
 
 La N-glycosylation 
 
 Selon Apweiler et al., près de la moitié des protéines eucaryotes seraient des 
glycoprotéines et près de 90% de celles-ci seraient N-glycosylés (Apweiler et al., 1999). La 
glycosylation représente une étape cruciale de la maturation des protéines assurant un 
repliement adéquat, une stabilité et rigidité structurale, influençant la solubilité et participant à 
réguler la dégradation des protéines (Helenius et al., 2004). Ajouté en bloc sur les 
polypeptides en cours de synthèse par l’oligosaccharyl transférase, l’oligosaccharide de base, 
composé de trois glucoses, neuf mannoses et de deux N-acetyl-glucosamines 
(Glu3Man9GlcNac2), est progressivement élagué et maturé au cours de sa migration à travers 
l’appareil de Golgi. Ce processus de maturation génère trois types de glycans soit 
l’oligomannose (ou ''mannose-rich''), le glycan de type complexe et l’hybride (Figure 18). 
 
 La synthèse des N-glycan débute sur la face cytosolique du réticulum endoplasmique 
par le transfert de GlcNAc-P sur le dolichol phosphate, une étape critique pouvant être inhibé 
par l’inhibiteur tunicamycin, afin de générer le dolichol pyrophosphate N-acétylglucosamine 
(Dol-P-P-GlcNac) et se termine par l’ajout du N-Glycan, par l’oligosaccharyltransférase 
(OST), sur le polypeptide naissant dans la lumière du RE. L’ajout des molécules de sucres 
constituant le glycan de base s’effectue par une série d’enzyme de part et d’autre de la 
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 Afin de permettre l’interaction avec les chaperones du RE facilitant le repliement des 
protéines, une première étape de clivage est effectuée par les α-glucosidase I et II. Réduire 
l’efficacité de cette première étape de maturation par l’emploi d’inhibiteur de la glucosidase I 
(Castanospermine ou déoxynojirimycin) augmente la durée du transit en général dans le 
réticulum endoplasmique. Une vaste majorité de glycoprotéines sont, avant de quitter le 
réticulum endoplasmique, exposées à l’α-mannosidase I qui clive le mannose terminal en 
position α1-2. Une fois dans l’appareil de Golgi plusieurs modifications sont apportées aux 
glycans; une revue détaillée de la maturation des glycoprotéines peut être trouvé dans (Varki 
et al.). 
 
 Tel que mentionné précédemment le repliement des glycoprotéines dans le réticulum 
endoplasmique requiert l’interaction avec les chaperones de type «lectine-like» calnexine et 
calreticuline. Celles-ci participent à la rétention des protéines dans le réticulum endoplasmique 
jusqu’à l’obtention d’un repliement adéquat. Cet état de repliement adéquat est déterminé par 
la UDP-Glc glycoprotéine glucosyltransférase (UGGT) qui, lorsqu’elle reconnait des 
domaines hydrophobes, reglucosyle l’oligosaccharide (préalablement clivé par l’α-glucosidase 
II). Cet ajout rétablit la structure du Glc1Man9GlcNAc2 et permet l’interaction avec les 
chaperones calnexin et careticulin. Ce cycle de déglucosylation/glucosylation s’effectue 
jusqu’à l’obtention d’une protéine adéquatement repliée (Varki et al.). 
 
 Les RCPG sont également sujets à la glycosylation; cette modification constituant une 
étape essentielle de la maturation de cette classe de protéine. Pour certains récepteurs 
l’abolition des sites de glycosylation affecte la localisation, la liaison avec le ligand ou 
l’oligomérisation. 
 
 L’ensemble des études ayant étudiés les effets sur la localisation ont démontré 
l’importance de la N-glycosylation pour l’expression à la surface. C’est notamment le cas pour 
les récepteurs AT1 (Lanctot et al., 1999; Lanctot et al., 2005), rhodopsine (Reeves et al., 
2002), FPR (Wenzel-Seifert et al., 2003), bradykinine B2 (Michineau et al., 2006) et CXCR-2 
(Ludwig et al., 2000). De façon similaire, cloner le domaine N-terminal du récepteur EPO du 
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Spalax galili (sEPO), un rat-taupe vivant majoritairement dans un environnement souterrain, 
sur la séquence du récepteur murin (mEPO) induit un changement de distribution en faveur de 
la membrane plasmique. Cette différence serait causée par la structure extracellulaire 
permettant une maturation plus rapide de l’oligosaccharide et réduirait la durée du transit au 
réticulum endoplasmique (Ravid et al., 2007). 
 
 Tel que soulevé par Helenius et al., il a longtemps semblé étrange qu’en cours 
d’évolution les cellules aient maintenu un système de modification si peu efficace. Un 
processus dépendant de l’ajout d’oligosaccharides devant être clivés avant d’être reconstruit 
avec des sucres différents est nécessairement important; il n'aurait autrement pas été maintenu 
à travers l’évolution(Helenius et al., 2004). 
 
 a) Impact de l’hypoxie sur la glycosylation 
 
 Tel que mentionné précédemment, l’hypoxie, via une réduction de la disponibilité en 
oxygène, affecte de nombreuses voies métaboliques, mais un changement dans l’expression 
génique des enzymes impliquées dans ces voies a également un impact important. Le lien 
entre la glycosylation et les effets néfastes de l’hypoxie sur les voies métaboliques a été 
observé sur ces deux aspects. D’une part, l’accumulation de HIF-1 induit l’expression de 
nombreuses protéines impliquées dans le métabolisme du glucose. L’expression du 
transporteur GLUT1 et d’autres enzymes limitantes du métabolisme aérobique ou anaérobique 
est augmentée, modifiant, en théorie, les niveaux d’UDP-GlcNAc ce qui influencerait la 
structure des glycans et le processus de glycosylation. Cet impact sur le substrat est incertain 
et peu documenté. Manzari et al. (Manzari et al., 2007). ont observé une augmentation de 
l’expression des enzymes impliquées dans la synthèse de l’UDP-GlcNAc suggérant que les 
niveaux de GlcNAc devraient croître proportionnellement en hypoxie. Cependant, des données 
non publiées de Shirato et al. suggèrent que l’expression accrue de ces enzymes n’est pas 
reflétée dans le groupe d’UDP-GlcNAc puisqu’une quantification par spectrométrie de masse 
démontra une réduction de près de 50% de ce composé en situation d’hypoxie (Shirato et al., 
2011). 
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 Dans un modèle animal d’hypoxie cérébrale, Hisanaga et al. ont démontré une forte 
diminution de la concentration en nucléotides (ATP, GTP, UTP et CTP)(Hisanaga et al., 1986) 
et, en considérant l’importance de l’UTP dans la production d’UDP-GlcNAc, il s’agit là d’un 
autre indice suggérant que l’hypoxie affecte les processus de glycosylation (Figure 19). 
 
 D’un point de vue évolutif, rappelons-nous de la structure du domaine N-terminal du 
récepteur de l’érythropoïétine du rat-taupe Spalax galili. L’hypothèse des auteurs quant à cette 
modification du nombre de sites de glycosylation repose sur le besoin d’une sensibilité accrue 
pour l’EPO. La pression de sélection causée par l’exposition à un environnement hypoxique 
aurait favorisé l’apparition d’un récepteur présentant une quantité supérieure de sites de 
glycosylation conférant à l’espèce les avantages d’une quantité accrue de récepteur à la 
membrane (Ravid et al., 2007). 
 
 Transport du succinate 
 
 Le succinate produit dans la mitochondrie peut, dans certaines conditions, s’échapper 
de cette organelle et atteindre le cytosol ou l’environnement extracellulaire. Différents groupes 
de transporteurs et d’échangeurs présentent la capacité de transporter le succinate à travers les 
membranes cellulaires(Emami Riedmaier et al., 2012) et les membranes 
mitochondriales(Terlouw et al., 2000). Citons les transporteurs d’anions organiques (OATs) et 
les échangeurs sodium-dicarboxylate. La membrane interne de la mitochondrie contient des 
transporteurs du type SLC2510, un transporteur de succinate et fumarate/malate, qui permettra 
à ce composé d’atteindre l’espace intermembranaire (Oswald et al., 2007). Le passage à 
travers la membrane externe est possible via de larges canaux peu spécifiques aux molécules 
de taille inférieure à 1,5 KDa. Les porines sont des exemples de tels canaux (Ariza et al., 
2012). Finalement, le passage de la membrane plasmique sera probablement rendu possible 
par un, ou plusieurs, transporteurs exprimés spécifiquement dans le tissu d’intérêt (Markovich 
et al., 2004; Pajor, 2006; Ariza et al., 2012). 
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Hypothèses 
 
Nos hypothèses de travail sont de deux ordres. 
 
 En premier lieu, nous postulons que le GPR91 et le succinate ont un rôle bénéfique 
dans la récupération post hypoxie-ischémie. L’accumulation des intermédiaires du 
métabolisme en situation d’hypoxie ainsi que le rôle proangiogénique du GPR91 tel que 
déterminé dans la rétine nous porte à croire que ce phénomène pourrait être bénéfique en 
situation d’hypoxie-ischémie cérébrale chez le nouveau-né. Pour ce faire, nous démontrons 1) 
qu’il y a augmentation de concentration de succinate suite au modèle d’hypoxie-ischémie chez 
le nouveau-né (modèle de Rice-Vannucci), 2) que cette augmentation induit la production de 
facteurs de croissance participant à la phase de guérison, 3) que ce processus dépend de 
l’expression du GPR91 par les neurones et les astrocytes. 
 
 En second lieu, en tenant compte que le succinate est produit par la mitochondrie et 
que celles-ci gravitent à proximité de la région nucléaire nous estimons qu’une localisation 
intracellulaire favoriserait l’efficacité de la signalisation et de la réponse cellulaire. Afin de 
démontrer ce concept nous 1) procédons à la localisation intracellulaire par microscopie 
confocale et analyse biochimique, 2) procédons à des études d’expressions géniques sur 
cellules entières et fractions cellulaires, 3) identifions les caractéristiques moléculaires 








 Cette thèse comporte deux articles. L’un portant sur l’implication physiologique du 
GPR91 et du succinate dans la période post-hypoxie cérébrale publié dans le journal 
Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology. Le second, en préparation, porte sur 
l’importance de la localisation intracellulaire pour remplir son rôle physiologique. 
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The efficiency by which cells transduce stimuli is key to tissue homeostasis. Previously, we 
demonstrated that following hypoxic/ischemic stress, neurons retort by mounting a 
compensatory revascularization in response to spikes in tissue succinate.  Here we reveal that 
the physiological effects of succinate takes place within a given neuron by mechanisms 
involving endoplasmic reticulum (ER) resident GPR91 likely stimulated by intracellular 
release of succinate from neighbouring mitochondria. We show that GPR91 is primarily ER 
bound and fully able to induce calcium transients, produce PGE2 and induce vegfa 
transcription from this sub-cellular location, which occur via a Cyclooxygenase-dependant 
mechanism. Furthermore we demonstrate that following hypoxia, newly synthesized GPR91 
localizes to the plasma membrane following post-translational modifications. This 
relocalization affects signaling pathways, gene expression and ultimately leads to an 
observable difference in vascularisation. These novel findings support the importance of 
cellular location for proper cell function and demonstrate the delicate nature of metabolic 
equilibrium. 
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Body 
The tendency for metabolites, such as Krebs cycle intermediates, to exert biological 
functions beyond that of energy production has revolutionized our understanding of these 
molecules. In fact, the discovery of cognate G-protein coupled receptors (GPCRs) for 
metabolites such as succinate, α-ketogluterate, lactate and adenosine1-4 brought to light these 
non-classical roles.  Our recent studies established the angiogenic properties of succinate in 
neurons, through activation of its specific receptor, GPR91, introducing the prospect that this 
metabolite could link vascular supply to metabolic demand5. Nevertheless not much is 
understood about the succinate-GPR91 axis, and the intracellular signaling mechanisms by 
which neurons mediate angiogenesis in response to succinate. Interestingly, in the retina 
GPR91 is primarily expressed in the cell body, unlike in kidneys were a plasma membrane 
location has been described6. 
The conventional concept of an extracellular ligand activating a plasma membrane 
bound receptor has been the dogma in cell biology. Yet examples abound of intracellular 
receptors that signal via mechanism analogous to those of their cell surface counterparts. 
Perhaps the best described are nuclear GPCRs that can mediate in situ signalling7. Nuclear 
localization of receptors for prolactin, interleukin-1, parathyroid hormone, angiotensin as well 
as lipopolysaccharides8-10 has been proposed to mediate gene regulation, enhancement or 
inhibition of effects elicited by cell surface receptor activation, maintenance of cell 
homeostasis and in the regulation of cell proliferation11, 12. Importantly, the presence of 
nuclear transmembrane receptors, specifically for the lipid prostanoids, platelet-activating 
factor and lysophosphatidic acid, was shown to directly evoke gene transcription while plasma 
membrane receptors induced mostly acute non-genomic effects13, 14. The mitochondria is the 
primary cellular source of succinate, hence, intracellular localization of GPR91 would confer 
an efficient and profitable signaling modality. Here we elucidate a previously undisclosed 
signaling paradigm where ER-resident GPR91 responds to succinate activating transcription of 
proangiogenic genes; intriguingly a decrease in oxygen levels alters GPR91 sub-cellular 
location provoking a change in proangiogenic gene activation that ultimately affects vessel 
formation. 
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 Firstly, by immunohistochemistry in retinal ganglion neurons shown to express 
GPR915, we detected a predominantly intracellular localization of the receptor. Upon further 
analysis, we established that GPR91 (red) immuno-staining overlapped with various markers 
of the endoplasmic reticulum (ER) such as the KDEL receptor (green) or the chaperone 
protein BiP (Fig. 1a). We observed no expression of GPR91 in nuclei (stained with DAPI) 
suggesting that GPR91 specifically localized to the ER. To ascertain this intracellular staining 
pattern of GPR91 in neurons, we proceeded to investigate in vivo by high-resolution 
immunogold electron microscopy on cortical brain sections. Confirming the observations 
aforementioned at an ultra-structural level, GPR91 expression was largely confined to the ER 
(Fig. 1b) and on the outer nuclear envelope in-folding (Fig. 1b iii & iv) thought to constitute a 
continuum with the ER15. As expected, considerably less GPR91 was found at the plasma 
membrane (Fig. 1b ii). Of relevance, GPR91 was present in the vicinity of mitochondria (Fig. 
1b iii & iv); the cellular production sites of succinate, yet succinate treatment does not affect 
the intracellular location of GPR91 (Supplementary Fig. 1a). 
Upon confirming the substantial presence of GPR91 at the ER of neurons (both in 
tissue5 and in culture), we pursued the possibility of this receptor being able to respond to its 
ligand (succinate) from this location. Sources of succinate include the mitochondria and 
systemic circulations. Transport of succinate occurs through means of dicarboxylate 
transporters16, 17 and organic anion transporters (OATs) expressed both at the plasma 
membrane18 and mitochondrial membranes19. Intraocular injection of succinate was performed 
in mice enhancing vascular growth observable by a significant increase in vascular tufts (Fig. 
1c). The non-specific transporter inhibitor, probenencid20 did not disrupt basal angiogenesis, 
however it resulted in a lack of enhanced angiogenic growth following succinate stimulation, 
supporting our results of a functional intracellular receptor (Fig. 1c). In a similar manner, 
intraocular injection of probenecid decreased succinate-induced vegfa expression (Fig. 1d), a 
well-established target of GPR91-succinate activation, further supporting our findings of a 
seemingly functional intracellular GPR91 which continues to respond to its endogenous 
ligand, succinate. 
To assess the activity of intracellular GPR91 we devised a cell-free system to directly 
address the functional role of GPR91 at the ER. Our cell-free preparations consisted of two 
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distinct procedure performed on cultured retinal ganglion neurons to yield either cell nuclei 
with a preserved ER network attached (Nu-ER) or alternatively, solely ER-free nuclei (Nu). 
Great care was taken to gently remove plasma membranes using a Dounce cell tissue grinder 
while preserving the biological integrity of the preparations21. Activation of GPR91 with 
succinate has been shown to trigger the expression of angiogenic factors in mouse retinas5, 
one of which is vascular endothelial growth factor (vegfa). Consequently, vegfa expression 
following stimulation of nuclei alone or in the presence of the ER, was examined. Only in the 
presence of the ER (or whole cell extracts-WCE) could we observe an induction of vegfa gene 
expression (Fig. 2a), the nuclear fraction stimulated with succinate did not affect vegfa 
expression (Fig. 2a). To confirm that the signal of succinate was transduced by GPR91, we 
knocked down GPR91 (Supplementary Fig. 1b) using neurons stably expressing shRNA 
against GPR91 and isolated the nuclei+ER fraction. We observed that in absence of GPR91, 
succinate does not induce vegfa gene expression (Fig. 2b) confirming that endogenous GPR91 
signals in the presence of succinate. 
The presence of a GPCR at the ER could be attributed to folding or transport, therefore 
to substantiate that ER-resident GPR91 is a functional receptor, we proceeded to investigate 
the ability of succinate to induce calcium mobilization from this location. GPR91 has been 
previously established to increase intracellular calcium levels22 in the presence of succinate. 
Calcium transients were performed on whole cells (RGCs), Nucleus-ER and Nuclear fractions 
(Fig. 2c). The calcium ionophore, Ionomycine (positive control), effectively provoked a 
release of calcium from whole cells as well as the Nu-ER and Nu fractions indicating that 
biological integrity was maintained following cell fractionation protocols (data not shown). As 
expected, following succinate treatment, whole cells released 75% of calcium stores. 
Interestingly, the fraction containing the Nucleus-ER also showed a release of 50% of calcium 
stores however the nuclear fraction alone did not show any significant amount of Ca2+ release 
(Fig. 2c). These results support the observation of an intracellular GPCR that is preferentially 
localized at the ER. To further reinforce that intracellular GPR91, following succinate 
treatment, releases Ca2+ pools from its intracellular location, GPR91 was knocked down by 
expressing an shRNA targeting the receptor, prior to isolating the nuclear-ER fraction. 
Consequently, loss of GPR91 expression led to approximately 50% inhibition of calcium store 
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release. An off-target shRNA was used as a negative control (Fig. 2d) with no observable 
effects on calcium release.  
To elucidate the potential mechanisms that drive the retention of GPR91 at the ER, we 
examined the amino acid sequence of GPR91 (Fig. 3a) for queues of intracellular retention 
signals. Several groups have reported ER retention signal sequences of GPCR mutations23-28, 
which leads to receptor displacement. No consensus retention signals were observed in GPR91 
(Fig. 3a), however this receptor contains two potential glycosylation sites29, which enclose the 
consensus sequence for N-glycosylation, NXS/T30 known to regulate the final location of 
proteins harbouring this modification (Fig. 3a). One site is located on the N-terminal 
extracellular tail, asparagine (N) 4 and the second is located on the second extracellular loop, 
N164 (Fig. 3a).  We generated point mutations of GPR91 at both glycosylation sites, N4 and 
N164 to abolish glycosylation at those positions. We used 293T cells devoid of GPR91 
expression (supplementary Fig. 2a) and transiently transfected wild-type (WT) GPR91 or 
mutant GPR91 constructs and established if glycosylation would regulate the cellular location 
of GPR91 by immunohistochemistry. Remarkably, inhibiting glycosylation at position N4, not 
N164, lead to the expression of GPR91 at the plasma membrane (Fig. 3b). Furthermore 
position N4 is conserved amongst species, not N164; (Fig. 3a) revealing a potentially 
important region in GPR91 function and regulation. Mutation of the glycosylation site on the 
third extracellular loop (N164) had no effect on GPR91 location, which similar to WT-
GPR91, remained at the ER, near the nucleus. Supporting results were obtained following 
transfection of 293T cells, which were not permeabilised; only GPR91 N4A was detected 
(Fig. 3c) by immunohistochemistry. In fact GPR91 N4A colocalized with pan-Cadherin, a 
marker for the plasma membrane (Fig. 3c-lower panels).  
Steady state assessment of WT-GPR91 levels compared to the glycosylation-defective 
mutants (GPR91 N4A and N164A) shows a downshift in molecular mass correlating with a 
loss of a sugar moiety (Fig. 3d). We noted that the steady state levels of GPR91 N4A 
expression were lower than both WT GPR91 and GPR91 N164A, suggesting the N-terminal 
site could not only affect receptor localization, but in addition, control receptor turnover. 
GPCRs are degraded by cellular mechanisms such as the lysosomal and/or the proteasomal 
pathway31, 32. By blocking the proteasomal pathway with the pharmacological inhibitor MG-
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132 we observed an increase WT GPR91 receptor levels within the cell (supplementary Fig. 
2b), yet inhibition of the lysosomal pathway, using inhibitors Leupeptin or NH4Cl, yielded a 
slight to no increase in protein levels, indicating that GPR91 levels are primarily regulated by 
the 26S proteasomal degradation pathway. Interestingly, the mutant GPR91 N4A appeared to 
be regulated by both the proteasomal and the lysosomal pathway, since blocking either 
pathway with the aforementioned drugs led to an accumulation of the mutant receptor 
(supplementary Fig. 2c). Cycloheximide chase experiments did reveal that the turnover of 
GPR91 N4A was greater than that of WT-GPR91 or GPR91 N164A (supplementary Fig. 2d) 
corroborating the steady state levels observed (Fig. 3d) and accounting for the fact that the 
N4A mutant is targeted by two degradation pathways. Since glycosylation can affect protein 
folding as well as protein-protein interaction33, 34, the glycosylation status of GPR91 was 
analysed. PNGase F treatment of transfected 293T cells shows that complete deglycosylation 
of GPR91 was achieved rendering GPR91 to its theoretical molecular weight of 37 KDa (Fig. 
3e). Furthermore, mutants GPR91 N4A or N164A were also deglycosylated further suggesting 
that each mutation does not affect glycosylation at the other consensus glycosylation site (Fig. 
3e). In addition to proper folding by glycosylation, shuttling proteins also participate in 
directing receptors to specific cellular compartment, in fact, the vast family of rab GTPases is 
responsible for proper membrane trafficking between organelles, vesicle budding and 
uncoating35. By immunoprecipitation of WT GPR91 or the mutant GPR91 N4A/N164A, we 
observed that WT GPR91 and GPR91 N164A (Fig. 3f) both interact with Rab 2, which 
participate in shuttling of proteins from the Golgi to the ER36, conversely GPR91 N4A 
interacted with Rab 11, responsible in delivering proteins to the plasma membrane37 (Fig. 3f)  
suggesting that the state of glycosylation of GPR91 can determine its interaction partners 
which consequently impacts its cellular location. 
To our knowledge, this is the first account that a change in glycosylation status of a 
GPCR can redirect the receptor towards the plasma membrane of a cell. As such we were keen 
to determine if the glycosylation deficient GPR91 N4A was, in fact, active. To verify the 
mutant’s activity, we examined if and how known intracellular signaling pathways were 
affected by ligand-activated GPR91 N4A compared to the WT receptor1. HEK 293 cells were 
transiently transfected with either GPR91 or GPR91 N4A/N164A and following treatment of 
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cells with succinate at several time points, the pro-angiogenic p42/44 and Akt pathways were 
examined 38. Succinate-stimulated GPR91  resulted in activation of Akt for a prolonged period 
of time (Fig. 4a).  GPR91 N164A, which behaves comparably to the WT, also activated the 
Akt pathway in a prolonged and increasing manner. Conversely the glycosylation-deficient 
GPR91 N4A was not able to activate the pro-angiogenic Akt pathway.  Nevertheless, GPR91 
N4A was able to trigger pERK, with peak activation at 15 min (Fig. 4b) compared to WT 
GPR91, which activated ERK more robustly and faster, within 5 to 10 min (Fig. 4b). 
Interestingly, the differential activation of these signaling pathways had a distinct effect upon 
gene expression characteristically regulated by GPR91. GPR91 participates in the induction of 
several angiogenic factors in the retina such VEGFA, Angiopoietin 1 (Ang1) and Ang25, 
leading us to examine if the glycosylation-deficient GPR91 N4A would affect the expression 
of these pro-angiogenic factors. Following stimulation of succinate, WT GPR91 strongly 
induced vegfa expression whereas PM bound GPR91 N4A (Fig. 4c) did not promote a 
significant level vegfa. Nonetheless, succinate activation of GPR91 N4A did lead to a 
significant increase in fgf-2, Ang1 and Ang2 compared to WT GPR91, which was also capable 
of activating these genes following succinate activation, yet to a lesser extent. These results 
establish that removing the glycosylation site does not affect the receptor’s activity responds 
to succinate albeit in a distinctive manner to the WT receptor. 
 Having established that the cellular location of GPR91 can alter the pattern of 
signaling pathways activation and gene expression we proceeded to investigate the impact of 
its location on angiogenesis by examining vascular sprouting. In order to quantify the 
angiogenic potential of intracellular GPR91, aortic rings from Sprague-Dawley rats were 
placed in nutrient-deficient matrigel and stimulated with conditioned medium obtained from 
WT GPR91 or GPR91 N4A expressing 293T cells treated or not with succinate. Following 3 
days of incubation, we analyzed the sprouting of vessels. Media from WT-GPR91 transfected 
293T stimulated with succinate led to sprouting covering a greater surface area compared to 
medium from GPR91 N4A transfected HEK cells stimulated with succinate (Fig. 4d). 
Nonetheless, the mutant receptor was able to promote blood vessel sprouting, albeit with 
shorter and less organized protrusions than WT-GPR91 treated vessels. In addition, closer 
examination revealed that conditioned media from GPR91 N4A expressing cells led to a 
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network with a greater microvascular density and several tufts compared to the vessels 
obtained by pro-angiogenic factors released from activated WT GPR91. In fact PM-bound 
GPP91 N4A provokes a greater release of ang2 which disrupts vessel growth in the absence of 
sufficient VEGFA (Fig. 4c) since expression of VEGFA is required to promote endothelial 
cell proliferation and migration39 (Fig. 4c and d). Ang1 and Ang2 bind to the same receptor 
(Tie-2) yet their actions oppose one another, with Ang1 being able to stabilize vessels and 
Ang2 opposing this effect40. In fact Ang1 acts as a survival factor promoting the recruitment 
of pericytes and smooth muscle cells to stabilize vascular networks 41, 42. Conversely, Ang2 is 
a biological antagonist of Ang1 and its expression stimulates vascular remodelling by reducing 
vascular stability and facilitating access to VEGF to endothelial cells 43, 44. Given that GPR91 
N4A activation generates greater levels of ang1 and ang2 with no vegfa, it is not surprising the 
sprouting is not as extensive as the under the influence of activated WT GPR91. Yet the PM 
bound mutant receptor does generate 1.5X more FGF2 and presumably several other 
angiogenic factors which would lead to the observed growth of vessels, even in the absence of 
succinate (Fig. 4d). These results strongly imply that post-translation modification of GPR91, 
more specifically glycosylation, can regulate the cellular location of the receptor, which leads 
to a differential activation pattern, ultimately affecting microvascular growth.  
Glycosylation is a tightly regulated process yet there are conditions where the enzymes 
involved in attaching and modifying the sugar moiety are affected. In fact lower levels of 
oxygen can reduce by 50% the levels of UDP-Glc-NAc45. Therefore to assess if reducing the 
level of oxygen could affect endogenous GPR91 regulation, cultured retinal ganglion cells 
(RGC-5) were placed in a hypoxic chamber and levels of O2 were reduced to 2%. Interestingly 
we observed that following 24 hours of hypoxia the location of GPR91 differed from its 
original location, surrounding the nuclear membrane (Fig. 5a). In fact, as cells were 
maintained during longer periods of time in hypoxia, we observed that GPR91 presented a 
more diffuse pattern within the cell and following 72 hours of hypoxia, GPR91 was observed 
primarily at the plasma membrane. WCE of RGC-5 in normoxia (21% O2) showed that 
GPR91 appears at a molecular weight which represents a fully glycosylated receptor (58 KDa) 
(Fig. 5b). However, following 48 hours of hypoxia and longer, we observed that the levels of 
higher molecular weight GPR91 decreased and simultaneously, the expression of a lower 
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molecular weight GPR91 becomes visible, corresponding to a loss of sugar moiety (Fig. 5b-
GPR91*). To ensure that endogenous GPR91 was indeed glycosylated in neurons, PNGase 
treated RGC-5 cells were treated with PNGase F in a similar manner as in Figure 3 resulting in 
a 37 KDa GPR91, confirming that similarly to 293T cells, GPR91 is glycosylated in RGC-5 
cells (Fig. 5c). Furthermore, confocal imaging of rat retinal cryosections exposed to 
hyperoxia, recreating ischemic retinopathies46, showed that GPR91 was preferentially 
localised at the plasma membrane (colocalization with pan-cadherin) (Fig. 5d-lower panels-
white arrows), compared to retinas in normoxia (Fig. 5d upper panels).  
The less usual location of GPR91 does conjure the question as to its role. Interestingly, 
there are other GPCRs that have been uncovered to function intracellularly. Namely, the 
prostaglandin PGE2 is known to interact with its receptor, EP4, at the nuclear envelope14. 
Furthermore, recent findings have shown that EP4 activation by PGE2 led to an increase in 
blood vessel formation due to an increase in VEGF production47. In fact, similar studies have 
shown that succinate-activated GPR91 can trigger an increase in PGE2 leading to EP4 
receptor activation and vegfa transcription, ultimately promoting angiogenesis in the brain 
(data unpublished). Interestingly, both cPLA2, which hydrolyses the membrane phospholipids 
resulting in the release of arachidonic acid (AA)48, and COX-2, which converts AA to 
biologically active prostaglandins, co-existed intracellularly and colocalized with calnexin 
(Fig. 6a), as did GPR91 (Fig. 1a & b). Therefore, we investigated if there was a potential 
interplay between intracellular GPR91 and PGE2 by isolating nuclear fractions from RGC-5 
cells and subsequently placing the nuclei in the presence of isolated and purified ER fractions 
stimulated or not with succinate. As expected, stimulated ER was able to promote vegfa 
expression whilst inhibiting the EP4 receptor with the antagonist L-161982, led to a decrease 
in the pro-angiogenic factor (Fig. 6b). In addition knock down of GPR91 in RGC-5 cells led 
to a decrease in PGE2 production following succinate treatment (Fig.6c) supporting a pathway 
for vegfa induction by PGE2/EP4 regulated by GPR91 activation and comparably to 293T 
cells, involved the activation of p42/p44 signaling pathway (Supplementary Fig.3). In 
support of our findings we observed that GPR91 is able to interact with cPLA2 and COX-2 
following succinate treatment (Fig. 6d) in neuronal cells however the mutant GPR91 N4A was 
not able to interact with COX-2 (Fig. 6e) pointing to a possible explanation for GPR91 N4A 
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being unable to induce vegfa expression (Fig. 4c), even in 293T cells stably expressing the 
EP4 receptor (Fig. 6f), compared to WT-GPR91 where we observed a greater induction of 
vegfa gene expression (Fig. 6f).  
 
Taken together, our data point to the importance of cellular localization in order to 
carry out proper biological functions. The intracellular site of GPR91 under normoxic 
conditions allows the receptor to interact with key players involved in retinal angiogenesis49, 
50. This location is controlled by the glycosylation of the N-terminal asparagine found at 
position 4. In fact this position is conserved amongst rodents and humans pointing to a central 
region for GPR91. Initial findings positions GPR91 at the ER in the neighborhood of the 
nucleus. Unlike the EP4 receptor, which resides on the nuclear membrane51, we established 
that induction of the pro-angiogenic vegfa gene following activation of the receptor with 
succinate was achieved if the ER fraction was present (Fig. 2a and Fig. 6b).  In fact activation 
of GPR91 with succinate activated both Akt and ERK signaling pathway, which led to the 
transcription of various pro-angiogenic genes52 (Fig. 4c). These factors can subsequently 
stimulate endothelial cells to promote proper vessel growth in order to vascularize necessary 
regions such as the retina5. We uncovered that mutation of the conserved glycosylation-
targeted N4 led to not only a differential activation of signaling pathways, which translated to 
a differential pattern of pro-angiogenic gene expression (Fig. 4), but that ultimately resulted in 
vessel formation that was denser and travelled a smaller distance when compared to the effect 
of activating the wild-type receptor.  Signaling through Tie2 depends on the balance between 
Ang1 and Ang2, where Ang2 induces hypoxia or other factors that suppress the effects of 
Ang1, resulting in vessel destabilization. Normally VEGF sends the classical proliferative 
signal, including cell-cell interaction and capillary tube formation. When Ang2 binds Tie2, it 
loosens the vessel structures rendering endothelial cells more accessible and responsive 
towards the angiogenic inducer VEGF (and likely other inducers). In addition, Ang1 acts 
synergistically with VEGF to promote endothelial cell sprouting and angiogenesis53, 54. 
However when Ang2 is expressed in absence of VEGF it leads to loosening of cell-matrix 
interactions instigating endothelial cell death. The glycosylation status of a protein can be 
affected by a deprivation in oxygen leading to a decrease in components such as UDP-
GlcNAc45. Having previously shown an arrest of blood vessel formation in a hypoxic 
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environment, here we observed that hypoxia was able to disrupt the typical location of GPR91 
at the ER and promote the receptor to locate at the plasma membrane. Furthermore we found 
that mutation of the N-terminal glycosylation site led to a plasma membrane located GPR91, 
induced levels of angiogenic factors that differ from ER-bound GR91, and ultimately affected 
microvascular vessel formation in a similar manner to retinas altered by ischemic lesions.  
 
Methods 
Cells culture, DNA transfection 
In vitro experiments were performed in retinal ganglion cells (RGC-5) or Human embryonic 
kidney cells (HEK293T). RGC-5 cells were a kind gift from Neeraj Agarwal (University of 
North Texas Health Science Center, Fort Worth, Tx). Typically, 50-60% confluent cells were 
transfected using the plasmid vector pcDNA 3.1 (Invitrogen) coding for the different 
constructions of GPR91. Point mutations of GPR91 were generated by PCR mutagenesis 
using pfu polymerase (Stratagene). All constructs were verified by automated sequencing. For 
each well, 2 µg of plasmid DNA was incubated with the transfection agent PEI (Polysciences 
#23966) and were consequently delivered on cells following a 30 min incubation perios at RT. 
Cells were cultured dulbecco's modified eagle's medium (DMEM) enriched with 10% fetal 
bovine serum and incubated in a 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. 
 
Chemicals 
Chemicals were purchased from the following manufacturers: Succinate (Sigma; S3674), 
Probenicid (Sigma; P-8761), L-161,982 (Cayman Chemical, #10011565), and Prostaglandin 
E2 (Cayman Chemical, #14010). 
 
Immunohistochemistry 
Localization of endogenous GPR91 was determined by fluorescence microscopy using anti-
GPR91 (novus biotechnologies, 1:300). Colocalisation was made with organelle specific 
marker such as BiP (Abcam; 1:300), KDEL receptor (Abcam; 1:300); calnexin (Pierce-
Thermo Scientific, 1:300). Briefly, 30-40% confluent RGC-5 cells were cultured on cover 
slips and fixed in 2% paraformaldehyde. Next cells were permeabilized or not in 0.1% Triton 
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X-100 diluted in PBS and blocked with 5% goat serum. Cover slips were incubated O/N with 
an appropriate combination of primary antibodies. Subsequently, suitable secondary 
antibodies conjugated to Alexa Fluor (Molecular Probes); Alexa Fluor 488, (#A11070, conc. 
1:1000 and Alexa Fluor 594, (#A11012), conc. 1:1000, were prepared and delivered on cover 
slips for 1 hour at RT, washes were carried out with PBS. Nuclei were stained with DAPI 
(Invitrogen; 1:5000). Images were taken with a laser scanning confocal microscope (Olympus 
FV1000). In transfected cells 293T cells were seeded onto a 6-well culture dish with a circle 
coverslip and transfected with the appropriate plasmid GPR91, GPR91 N4A, or GPR91 
N164A plasmid as required. The final confluency rate was kept ∼20–30%. N-terminal FLAG- 
tagged GPR91 was visualized as described above and using a FLAG specific antibody 
(SIGMA; 1/500) and was co-stained with either ER markers calnexin or pan-Cadherin (anti-
pan-Cadherin; Cell signaling 1:300). 
 
Electron microscopy 
Specimens for electron microscopy were prepared as previously described 55. Briefly male 
Sprague-Dawley rats were used. Rat parietal cortex tissue sectioning and pre-embedding 
immunogold staining was done as described in detail previously 56. Vibratome sections (50 
µm) of cortex were incubated with the primary antibody (a rabbit anti-GPR91 antibody) (1:50) 
overnight at 4 °C followed by another overnight incubation with goat anti-rabbit gold (10 nm)-
conjugated IgG (1:50) (British Biocell International). Thereafter, specimens were postfixed in 
1% osmium tetroxide, subsequently dehydrated in graded ethanol, and embedded in Epon 
according to standard technique. Ultrathin sections were cut using a Reichert Ultracut 
ultramicrotome, mounted on Formvar-coated copper grids, stained with uranyl acetate and 
lead nitrate, and examined with a transmission electron microscope (Philips 410LS, 
Netherlands). 
For immunolabelling assays, cells were incubated with 1mg/mL rabbit polyclonal GPR91 
antibody, subsequently with a mouse anti-rabbit gold (1nm)-conjugated IgG (1:100; Electron 
Microscopy Sciences). Negative controls were analyzed by omitting primary antibodies. 
Specimens were examined with a transmission electron microscope (Philips 410LS). 
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Intraocular injections and retinal vascular density quantification 
Rat pups were injected at post-natal day (P) 4 with succinate (final concentration 100µM) +/- 
probenecid (final concentration 1mM) using 10 µL Hamilton syringe (volume of injection = 1 
µL). Animal were sacrificed and perfused with PFA 4% at P8. The density of the capillary 
network was assayed by quantification of Bandeiraea simplicifolia (1:100, Sigma) stained 
flatmount using Image J (NIH software), as reported by us 57. 
 
Gene expression quantification 
RGC-5, RGC-5 stably expressing shRNA against GPR91 or transfected HEK293 cells were 
seeded in 6-well plates and treated the next day or 36 hours post transfection with or without 
100µM succinate for 4 hours in serum-depleted DMEM for 4 hours. Where appropriate cells 
were pre-treated with 1mM probenicid 30 min prior to succinate addition. Cells were rapidly 
preserved in TRIzol (Invitrogen). RNA was extracted according to manufacturer’s protocol 
and cDNA synthesized using qScript cDNA SuperMix (Quanta Biosciences). Primers were 
designed using NCBI Primer Blast. Quantitative gene expression analysis was performed on 
MXPro3000 (Stratagene) with SYBR Green Master Mix (BioRad). Expression was 
normalized to 18S universal primer (Ambion; #AM1718). Expression of GPR91 in HEK 293T 
cells was determined by traditional PCR using TAQ (Fermentas). 
 
Fraction purification/ preparation 
Sub-cellular fractions of RGC-5 cells were obtained by resuspending cells in ice-cold Hepes 
buffer using a pre-chilled Dounce homogenizer for 40 min on ice. Fractions were obtained by 
discontinuous sucrose gradient ultracentrifugation. The purity of subcellular fractions was 
validated by immunobloting with anti-Na+/K+ ATPase (1:250), anti-calnexin (1:500) and 
anti-lamin A/C previously described 9. Briefly, crude nuclear fractions were resuspended in 
buffer containing 1.2M sucrose and layered on top of a buffer solution containing 1.8M 
sucrose prior to centrifugation at 60 000 x g for 60 min at 4°C.  9Reactions were subsequently 
performed for 30 min at 37°C prior to extracting RNA from nuclei for gene expression 
analysis. 
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Calcium Release Kinetic 
Cellular Ca2+ signals were measured using fura-2-AM technique as previously described 9. 
Briefly,  RGC-5 or shGFP/shRNA91 stably expressing RGC-5 cells were loaded with fura-2-
AM and stimulated with 100uM of succinate. In another experiment, RGC-5 isolated nuclei or 
nuclei+ER or whole cells were treated with 100uM of succinate. Intracellular calcium signals 
were measured by spectrofluorometry (LS50, PerkinElmer Life Sciences) and the fluorescent 
signal appropriately calibrated9. The calcium concentrations were calculated according to 
Grynkiewicz et al.58. 
 
Western Blot and Immunoprecipitation 
To determine protein levels western analysis was carried out in RGC-5 cells or by transfecting 
293T cells with myc-tagged GPR91 or mutants GPR91 N4A or GPR91 N164A. ERK and 
AKT phosphorylation were examined after treatment with succinic acid 100 µM in serum-
starved DMEM at several time points.  Cells were harvested using RIPA buffer.  
Immunoblotting was performed using specific antibodies; anti-GPR91 (Novus Biologicals; 
#NBP1-00861), Myc-tag (Cell Signaling; #2276), p42/p44 (Cell Signaling; #4376S), and 
phospho-p42/p44 (Cell Signaling; # 4695S). Signals were revealed by chemiluminescence 
using appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies and observed by 
Image Quant LAS 500 (GE healthcare). Total protein content was normalized using an anti-β-
actin antibody (Santa Cruz Biotechnology) where appropriate.  
For phosphorylated ERK or Akt, the membranes were stripped and reblotted with an antibody 
against total ERK or AKT. The activation was estimated by comparing the signal between 
phosphorylated and total forms of ERK/AKT using the imageJ (NIH software) from at least 
three independent experiments. To measure the degradation of GPR91 HEK293 cells were 
transfected as previously mentioned and after 36 hours, cells were treated with 1 µM 
proteasome inhibitor MG-132 (Enzo Life Sciences) or the lysosomes inhibitors Leupeptin 
(Sigma-100ug/mL) or NH4Cl (Sigma-10mM) for 8h. For western analysis cells were treated as 
mentioned above.  
To analyze GPR91 interaction with other proteins, coimmunoprecipitation analysis was 
performed in cells transfected with wild type or mutated GPR91 (myc-tagged). For 
immunoprecipitation of GPR91, cell lysates were precleared before incubation with an anti-
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GPR91 antibody (Novus) and protein A/G-Sepharose beads at 4°C. Immunoprecipitates were 
washed in lysis buffer except that NaCl concentration was raised to 0.7 M and no SDS was 
added in the lysis buffer. Samples resolved by SDS-PAGE, and analysed by western blotting 
using the indicated antibody, RAb2 (SCBT), Rab 11(SCBT), Cox-2 (Cell Signaling), cPLA2 
(SCBT) and HIF-1α (Novus). Membranes were also probed with an anti-GPR91 antibody for 
standardization of GPR91 levels in each well. 
 
Aortic explants 
We removed aortae from adult Sprague-Dawley rats and cut the aorta into 1 mm thick 
sections. The rings were embedded in growth factor-reduced Matrigel (BD Biosciences; 
354230) in 24-well plates and cultured for 3 days in conditioned media obtained from 
HEK293T transfected with either GPR91 or GPR91-N4A construction or left untransfected 
and stimulated with 100µM succinate or not for 24 hours.  Photomicrographs of individual 
explants were taken for each day and micro- vascular sprouting measured by the area covered 
by outgrowth of the aortic ring using the ImageJ (NIH software). 
PGE2 dosage  
PGE2 was extracted with SPE purification tC18 columns (Water) from cultured medium of 
EGC-5 stimulated or not with 100µM succinate. Quantification was made with PGE2 EIA Kit 
(Cayman Chemical). The amount of PGE2 was normalized to protein content. 
 
Cycloheximide Chase 
293T cells were transiently transfected with plasmids expressing myc-tagged wild type or 
GPR91 or GPR91 N4A or GPR91 N164A plasmids. At 12 h after transfection, cycloheximide 
(Sigma) was added at a concentration of 50 µM and cells were lysed for Western analysis at 
the indicated time points. Each signal intensity were derived from four separate experiments 
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Comparison between groups was made using one-way analysis of variance followed by 
Bonferroni’s test to compare means. Data are presented as means +/- s.e.m. 
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Figure Legends 
Figure 1: GPR91 is an intracellular GPCR. (a) Endogenous GPR91 in RGC-5 cells co-
localize with ER markers, KDEL receptor and BiP. (b) In situ ultrastrucutral ER localization 
of GPR91 in rat parietal cortex tissue sections by electron microscopy of rat parietal cortex 
shows that GPR91 can be found in ER foldings. (c) Superficial retinal vascular density stained 
with lectin in WT mice injected with succinate (final concentration of 100 µM) with or 
without the organic anion transporters (OATs) inhibitor probenecid (final concentration of 
1mM). (d) 4 hours succinate-induced (100µM) vegfa expression in RGC-5 cells is abolished 
when cells were treated with 1mM probenicid. 
Figure 2: Response of isolated fractions to succinate. (a) 4h stimulation with 100µM 
succinate induced vegfa on isolated fractions of RGC-5 cells. Absence of the ER results in 
abolished gene expression of vegfa. (b) In isolated fractions of RGC-5 cells, shRNA against 
GPR91 significantly reduces the expression of succinate-driven vegfa expression. (c) Parallel 
to gene induction, calcium (Ca2+) release was performed on isolated fraction containing or not 
ER. Calcium release was measured for 30 min and is only observed in presence of ER. The 
grey bar illustrates the moment of succinate (100µM) injection. (d) Similarly, calcium release 
in the ER fraction is inhibited when GPR91 is knocked-down. 
Figure 3: Identification of theoretical glycosylation retention site. (a) Snake plot 
representation of theoretical human GPR91 topology and potential ER-retention signals. (b) 
Cellular localization of GPR91 by confocal microscopy. 293T cells were transfected with 
FLAG-GPR91 or mutants FLAG-GPR91 N4A/ FLAG-GPR91 N164A plasmids. Co-
localisation with the endogenous ER marker calnexin can be observed. Fluorescence signals 
were visualized using filters for 488nM (FLAG-GPR91) wavelength and 594nM (calnexin) 
shown alone and merged. Cell nuclei were stained with 4,6-diamino-2-phenylindole (DAPI). 
(c) Similar to (b) but cells were not permeabilised. (d) Steady-state levels of GPR91 and 
glycosylation-deficient mutants (N4A and N164A) in transiently transfected HEK 293 cells. 
(e) PNGaseF-treated transfected HEK 293 lysates fully deglycosylate GPR91 variants to its 
theoretical molecular weight of 37 KDa (*). (f) Co-immunoprecipitation of transiently 
transfected GPR91 and mutants GPR91 N4A and N164A in HEK cells was carried out with an 
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antibody specific to myc-tagged (mouse) GPR91 and endogenously-expressing GTPases Rab 
2 and Rab 11 were detected by immunoblot analysis (IB) using a specific antibody for each 
GTPase. GPR91 was monitored in each sample using an anti-myc antibody (rabbit). 
Figure 4: Functions of ER and PM bound GPR91 receptors. (a) HEK293 cells were 
transiently transfected with WT-GPR91 or the glycosylation mutants and treated or not with 
100µM succinate. Subsequently cells were lysed at the indicated times. AKT phosphorylation 
was monitored using a specific anti-phospho Akt antibody and phosphorylation was measured 
against levels of expressed AKT using an antibody against total AKT. Results represent 4 
independent experiments and illustrated as a histogram. (b) Similar as in (a), expect that 
activation of p42/44 was measured. (c) Expression of pro-angiogenic genes vegfa, fgf-2, 
angpt-1 and angpt-2 from transiently transfected HEK293 cells with WT-GPR91 or mutants 
GPR91 N4A/GPR91 N164A treated or not with succinate (100uM) for 4 hours. N=4 
(**p<0.01, ***p<0.001). (d) Female rat aortic explants treated with conditioned media from 
transfected HEK293 cells stimulated or not with succinate. Representative micrograph (left) 
and corresponding histogram (right). N=10 (**p<0.01, ***p<0.001). 
Figure 5: Hypoxia-induced change in localisation is cause by modification of 
glycosylation profile. (a) Immunohistochemistry of endogenous GPR91 in permeabilised 
RGC-5 cells exposed to various periods of hypoxia (2% O2). Cell nuclei were stained with 
DAPI. (b) Western blot analysis of endogenous GPR91 levels in RGC-5 cells exposed to 
corresponding periods of hypoxia as in (a) Top grey arrow shows fully glycosylated GPR91 
whilst the bottom black arrow shows GPR91 with a lower molecular weight corresponding to 
a loss of a sugar moeity. β-actin was used as a loading control. (c) PNGaseF-treated RGC-5 
cell lysates show fully deglycosylate GPR91 to its theoretical molecular weight of 37 KDa. (d) 
Representative confocal imaging of GPR91 (green) and plasma membrane marker, pan-
cadherin, (red) merged with DAPI (blue) in retinal cryosections from 14-day-old rats (n=3) 
after 3 days in normoxia (21% O2) or hyperoxia (80% O2). Co-staining was detected mainly 
on the retinal ganglion cell layer (RGC).  
Figure 6: Succinate induces PGE2 synthesis at the ER. (a) vegfa expression following 
stimulation of isolated nuclei from RGC-5 cells with the ER fraction treated or not with 
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100µM succinate for 30 min at 37°C and pre-treated or not with EP4 antagonist L-161,982. 
N=4 (*p<0.05, **p<0.01). (b) Production of PGE2 induced by stimulation of succinate from 
RGC5 is abolished following knock-down of GPR91. N=4 (*p<0.05). (c) Interaction of 
GPR91 with cPLA2 or COX-2 was examined in whole cell extract and nucleus+ER fraction of 
RGC-5 cells by co-immunoprecipitation. Immunoprecipitation was carried with an antibody 
specific to GPR91 and subsequently used as loading control. (d) Co-immunoprecipitation of 
myc-tagged GPR91 or GPR91 N4A or GPR91 N164A transiently transfected in HEK293 
cells. and endogenously-expressing Cox-2 was detected by immunoblot analysis (IB) using a 
specific antibody for Cox-2. GPR91 was monitored in each sample using an anti-myc 
antibody. (e) Expression of pro-angiogenic gene vegfa from transiently transfected HEK293 
cells stably expressing the EP4 receptor with WT-GPR91 or mutants GPR91 N4A/GPR91 
N164A treated or not with succinate (100uM) for 4 hours. Histogram is a representative of 5 
independent experiments. (f) Immunohistochemistry presenting co-localisation of cPLA2 and 
COX-2 with ER-marker calnexin in RGC-5 cells. 
Supplementary Figure 1: Degradation pathways and half-life of GPR91. (a) PCR analysis 
of HEK293T shows that GPR91 is only expressed when transfected. Normalizing gene is 18S 
(b) Western blot analysis of GPR91 steady-state expression following inhibition of the 
proteosomal (1 µM MG-132) and the lysozomal (Leupeptin; 100ug/mL and NH4Cl; 10mM) 
degradation pathways. Chemical treatments were carried out for 6 hours. b-actin was used as 
loading control. (c) Same as in (b) but for GPR91 N4A mutant. (d) Cycloheximide chase 
experiment in 293T cells expressing either GPR91, GPR91 N4A or GPR91 N164A. Cells 
were treated with 50µM cycloheximide (CHX) and lysed at the indicated time points for 
Western analysis. Results are normalized to β-actin content and expressed as a percentage of 
change of time zero, which was set at 100%. 
Supplementary Figure 2: Role of ERK1/2 and HIF pathways with succinate. (a) In RGC-
5 stimulation with succinate leads to a transient activation of the ERK1/2 pathway. (b) 
Western blot analysis shows that stimulation with 10µM and 100µM succinate for 4 hours 
does not induce the accumulation of HIF-1α in RGC-5. 
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Supplementary Figure 3: Succinate does not induce GPR91 relocalization.  
Immunohistochemistry of endogenous GPR91 in permeabilised RGC-5 cells treated with 
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Discussion 
 
 Les RCPG sont essentiels au bon fonctionnement de l'organisme. Participant au 
contrôle de grands systèmes physiologiques il n'est pas surprenant qu'ils soient la cible de 
nombreux composés pharmacologiques. Le développement de ces composés a, jusqu'à 
maintenant, peu tenu compte de la localisation intracellulaire des récepteurs, et ce malgré le 
nombre croissant d'études démontrant qu'il s'agit d'une caractéristique relativement fréquente 
(Tableau III). Ces récepteurs pour lesquelles une localisation intracellulaire a été observée sont 
impliqués dans une diversité de fonctions physiologiques tel que le tonus vasculaire, le 
fonctionnement du système nerveux ou du système hormonal. 
 
 Les rôles du GPR91 commencent seulement à être identifiés. Plusieurs se sont penchés 
sur les fonctions rénales de ce récepteur et de l'effet hypertenseur qu'il cause suite à la 
stimulation par le succinate; le ligand endogène ayant été identifié en 2004 (He et al., 2004). 
D'autres ont démontré son rôle dans la migration des cellules immunitaires dendritiques. Notre 
laboratoire s'est intéressé aux effets vasculaires du GPR91 et de sa capacité à contrôler le 
réseau de vaisseaux sanguins dans le système nerveux central. 
 
 
 GPR91: un récepteur au réticulum endoplasmique 
 
 Au cours des travaux sur le rôle du GPR91 dans l'angiogenèse rétinienne nous avions 
suggéré qu'une localisation intracellulaire du récepteur faciliterait la détection de son ligand et 
l'efficacité de la réponse. Les résultats de microscopie confocale dans notre première étude 
suggéra d'ailleurs la possibilité d'une telle localisation (Sapieha et al., 2008). On y observe un 
marquage intracellulaire où l'on distingue une zone sombre sans marquage et qui correspond 
au noyau. Cette observation a été répétée dans le cortex cérébral où	  le	  marquage	  du	  GPR91	  enrobe	   celui	  du	  NeuN,	  un	   facteur	  de	   transcription	  neuronal	  principalement	   localisé	   au	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noyau.	   (Article	  1;	  Figure 1). La difficulté d'interpréter correctement ces données repose sur 
l'absence de co-marqueurs spécifiques pour une organelle intracellulaire. Ce n'est que dans 
notre seconde étude que nous avons co-localisé GPR91, endogène et transfecté, avec des 
marqueurs de réticulum endoplasmique (RE), en utilisant calnexine et Bip (Article 2; Figure 
1). Nous avons également observé la présence du GPR91 dans les repliements du RE par 
microscopie électronique (Article 2; Figure 1). Dans l'ensemble ces données supportent très 
bien l'idée d'une localisation intracellulaire. Elles pourront certes être renforcées par des 
expériences de fractionnement cellulaire, mais les données fonctionnelles, en présence 
d'inhibiteur du transport du succinate, viennent confirmer ces observations. 
 
 Il faut noter qu'une publication portant sur le rôle du GPR91 au niveau du rein a 
rapporté, de façon peu convaincante et sans liens approfondi avec l'étude, que ce récepteur 
avait une localisation intracellulaire (Robben et al., 2009). Par marquage à l'or colloïdal, les 
auteurs suggèrent une localisation du GPR91 dans des endosomes intracellulaires (Figure 21). 
Cette mention n'est supportée que par une figure de microscopie électronique d'une qualité très 
médiocre et aucune autre mention de cette information n'est fait dans cet article. Aucune autre 
étude n'a repris ce concept jusqu'à maintenant. 
 
 L'une des questions qui demeure entière et pour laquelle nous ne pourrons qu'avoir des 
hypothèses est la raison pour laquelle l'évolution favorisa la sélection d'un signal de rétention 
tel qu'observé dans le GPR91. S'il est vrai que la majorité de l'induction du VEGF dépend de 
la signalisation par un autre récepteur, le EP4, et de la production de PGE2, la localisation au 
RE fait conceptuellement beaucoup de sens. Elle favorise l'interaction et la proximité entre le 
GPR91, la machinerie de synthèse de PGE2 et le récepteur nucléaire EP4. La synthèse de 
PGE2 a également été observée par d'autres qui l'on identifié comme l'une des voies de 
signalisation du GPR91 (Vargas et al., 2009). L'implication du récepteur EP4 dans 
l'angiogenèse a d'ailleurs été démontrée dans un modèle oculaire (Yanni et al., 2009) et ses 
effets bénéfiques dans le traitement des maladies ischémiquse ont été présentées dans un 
brevet récent (US 2010/0267826 A1). Ce récepteur est localisé à la membrane nucléaire 
(Bhattacharya et al., 1999). 
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 La localisation favorise également une proximité avec les mitochondries, source du 
succinate. Cette facilitation géographique permet la détection d'un stress hypoxique au 
moindre changement métabolique et, selon nous, confère un avantage indéniable. 
 
 
 Importance de la N-glycosylation pour la rétention 
 
 Le mode de rétention quant à lui est très novateur. La glycosylation est certainement 
importante dans le contrôle de la localisation cellulaire. Tel que décrit précédemment, cette 
modification post-traductionnelle a largement été étudiée dans le contexte de la maturation des 
protéines en cours de synthèse. Parmi ces travaux, la grande majorité suggère que la 
glycosylation est essentielle à la migration à la membrane des récepteurs. Malgré cela, la 
variabilité des signaux de rétention est telle qu'il demeure probable que dans le cas du GPR91 
la glycosylation soit centrale à la rétention. Nos résultats démontrent qu'il s'agit bien d'un site 
de glycosylation. Le site identifié correspond à une séquence consensus de glycosylation 
NXS/T, la mutation de l'asparagine entraîne une chute du poids moléculaire en comparaison 
au récepteur de type sauvage. Finalement, cette portion N-terminal des RCPG est bien 
reconnue comme contenant de tels sites de glycosylation. 
 
 La mutation du site de glycosylation N4 affecte incontestablement la localisation 
cellulaire (Article 2; Figure 3). Certes ces données ont été obtenues dans un système artificiel, 
mais il serait techniquement très complexe d'effectuer ces mêmes expériences dans les cellules 
nerveuses exprimant de façons endogènes un GPR91 mutant. Tout de même, ce système 
exogène permet de comparer les interactions entre le récepteur et des partenaires de 
signalisation. Dans le cadre de nos travaux, nous avons rapporté la perte d'interaction entre le 
GPR91 et rab2 ainsi qu'avec COX-2. Rab2 est une petite protéine G responsable du triage 
cellulaire entre le Golgi et le RE (Dong et al., 2007). Conséquemment, le changement de 
localisation entraîne la perte d'interaction avec COX-2; une enzyme essentielle à la production 
de prostaglandine E2. Ces évidences n'écartent pas la possibilité d'interaction entre le GPR91 
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et d'autres partenaires, certains pouvant être spécifiques aux types cellulaires (Hurt et al., 
2000). 
 
 Le fait que le site identifié est conservé à travers les espèces pour lesquelles des 
données concernant la localisation par microscopie ont été collectées constitue une autre 
caractéristique intéressante. Cette conservation renforce l'importance d'une telle séquence. Une 
telle conservation a également été observée dans le cas du signal de rétention du récepteur 
adrénergique-alpha2C (Angelotti et al., 2010). Spécifiquement en relation avec la 
glycosylation, il est d'autant plus important que les motifs de glycosylation sont sujets à de 
fortes variations. Helenius considère même cela comme un avantage dans certains cas, car ils 
procurent une versatilité et un dynamisme (Helenius et al., 2004). 
 
 
 Hypoxie, glycosylation et localisation? 
 
 Le rôle de l'hypoxie dans la glycosylation du récepteur est l'un des aspects qui demeure 
à investiguer. Certes nos données démontrent un changement de localisation du GPR91 ainsi 
qu'une réduction de la masse moléculaire suite à l'exposition prolongée à l'hypoxie, mais les 
connaissances actuelles concernant l'effet de l'hypoxie sur les mécanismes de glycosylation 
demeurent embryonnaires. Ces maigres connaissances vont toutefois dans le sens de notre 
hypothèse, soit que l'hypoxie entraîne une réduction de l'efficacité de la machinerie 
glycolytique. Cette réduction d'efficacité est principalement due à une diminution des pools de 
précurseurs requis pour la synthèse de l'UDP-GlcNAc. 
 
 Cette question devra être approchée par immunoprécipitation du récepteur suivie par 
une détection de la glycosylation par marquage colorimétrique sur gel d'acrylamide ou par 
spectrométrie de masse. 
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 Effets biologiques d'un mutant 
 
 À l'échelle cellulaire, les effets de la mutation du site de glycosylation N4 sont clairs: 
changement de localisation et réduction de la masse moléculaire. D'un point de vue 
fonctionnel les modifications observées sont d'autant plus intéressantes. La stimulation 
d'anneaux aortiques par du milieu de culture conditionné par des cellules HEK293 exprimant 
un récepteur GPR91 de type sauvage ou mutant, stimulé ou non avec le succinate, induit un 
profil de croissance complètement différent. Dans le cas des anneaux stimulés par le milieu 
issu des cellules HEK293 exprimant le récepteur de type sauvage, la croissance peut être 
considérée de ''normale''. Les vaisseaux couvrent une superficie supérieure lorsque le milieu 
conditionné provient de cellules exprimant le type sauvage. À l'inverse, les anneaux stimulés 
par un milieu de culture provenant de cellules exprimant le récepteur mutant stimulé avec le 
succinate présentent une certaine désorganisation. Une anarchie dans l'organisation 
caractérisée par un ratio de branchement très élevé ainsi qu'une faible superficie couverte. 
 
 Ces observations coïncident avec les résultats d'expression génique effectués dans les 
cellules HEK293 transfectées. Dans ces cellules, le mutant N4 induit moins efficacement 
l'expression de VEGF et plus de ANG1 et d'ANG2 comparativement au type sauvage. Un 
profil d'expression qui favorise un développement vasculaire restreint (Chen et al., 2012; 
Felcht et al., 2012). 
 
 
 Un mécanisme de régulation de l'activité du GPR91  
 
 En somme, le concept supporté par cet article consiste en un mode de régulation de 
l'activité du GPR91 en condition d'hypoxie. Dans une situation d'hypoxie à court terme, 
l'accumulation du succinate entraîne, de sa localisation périnucléaire, l'activation de plusieurs 
gènes proangiogéniques qui favorise la récupération. À l'inverse, une exposition à long terme 
entraîne la formation d'un pool de GPR91 à la membrane plasmique. Ce changement de 
localisation, fort probablement causé par l'absence de glycosylation, induit un changement 
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dans le profil d'expression des gènes favorisant non plus le développement superficiel, mais 
une augmentation de la ramification du réseau vasculaire. 
 
 Sur la base de cette hypothèse s'ouvrent de nouvelles possibilités pour le 
développement de composé ciblant le GPR91. Selon la pathologie ciblée, il sera possible de 
s'attaquer à l'activité du récepteur en tant que tel ou à sa localisation. En utilisant des 
composées agissant de chaperone il serait théoriquement possible de modifier l'effet du 
récepteur en changeant sa localisation cellulaire. 
 
 
 Rôle dans l'angiogenèse cérébrale 
 
 D'un point de vue physiologique, nos travaux démontrent également le rôle du GPR91 
et du succinate dans la revascularisation cérébrale suite à une période d'hypoxie-ischémie 
(Article 1; Figure 2). Nous concluons, encore une fois, que ce récepteur agit de régulateur 
maître de l'angiogenèse en condition d'hypoxie. 
 
 Nous avons déterminé que le modèle d'hypoxie-ischémie néonatal (Rice-Vannucci) 
entraîne une augmentation de la concentration du succinate. Cette augmentation est très 
transitoire, car un retour à la concentration basale est observé  moins d'une heure suite au 
retour à l'air ambiant (Article 1; Figure 1). Ce retour aussi rapide à une concentration normale 
est probablement facilité par l'apport sanguin continu assuré par le cercle de Willis. 
L'expression du GPR91 a été observée dans les neurones et astrocytes. C'est deux types 
cellulaires répondent, à la stimulation par le succinate de façon similaire (Article 1; Figure 4 et 
Suppl. Figure II). 
 
 Du côté de l'angiogenèse nos résultats montrent clairement qu'en l'absence du GPR91 
le réseau vasculaire cérébrale n'arrive pas à récupérer aussi rapidement (Article 1; Figure 2). À 
l'inverse l'injection de succinate antérieurement au modèle diminue considérablement la taille 
de l'infarctus et donc du volume cérébral perdu (Article 1; Figure 2). Cette perte de masse 
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cérébrale, bien que nous ne l'ayons pas évaluée, ce traduira certainement par une perte 
fonctionnelle. Cette réduction du volume de l'infarctus s'explique par l'établissement, entre 
l'injection et la période d'ischémie, d'un surplus de vasculature permet de maintenir un apport 
sanguin suffisant dans une plus grande région du cerveau malgré la ligation. Ces effets 
angiogéniques sont également observés ex vivo dans des essaies d'explants corticaux stimulés 
avec le succinate (Article 1; Figure 3). Chez l'humain, le rétablissement rapide d'un apport 
vasculaire adéquat est bénéfique et est corrélé avec des meilleures chances de survie 
(Krupinski et al., 1994; Ergul et al., 2012). 
 
 Ce rôle angiogénique dépend de l'expression de facteurs de croissance ayant des effets 
angiogéniques tels que le VEGF, Ang1/2, l'IL-1β et l'IL-6. Si le rôle de VEGF et des 
angiopoïétines dans l'angiogenèse ont été décrits précédemment, les effets d'IL-1β et d'IL-6 
n'ont pas été abordés spécifiquement. L'IL-1β constitue un médiateur central de la réponse 
inflammatoire (Dinarello, 1996; Dinarello, 2009). Il influence l'expression de la 
cyclooxygénase de type 2, de la phospholipase A, de la synthase d'oxyde nitrique inductible 
ainsi que l'expression de molécules d'adhésion. Ces signaux facilitent la migration et 
l'infiltration de cellules immunocompétentes qui induisent à leur tour de l'inflammation. IL-1β 
est également impliqué dans le remodelage vasculaire. Il est à la fois neurotoxique et facilite la 
production de facteurs de proangiogéniques. Il peut également agir directement sur les cellules 
endothéliales. Notre laboratoire a d'ailleurs démontré les avantages d'employer un antagoniste 
peptidique de l'IL-1β pour le traitement des rétinopathies prolifératives (Rivera et al., 2013). 
 
 Au cours du développement, le profil d'expression de VEGF est suivi par celui d'IL-6 
qui influence la prolifération des cellules endothéliales (Fee et al., 2000). D'ailleurs, mettre 
l'expression de l'IL-6 sous le contrôle du promoteur de la protéine acide des fibres gliales 
(GFAP) cause une hypervascularisation dans le système nerveux central (Campbell et al., 
1993). Ainsi, que l'expression de ces gènes à caractère inflammatoire soit régulée par le 
GPR91 n'est pas surprenant. Leur contribution dans l'angiogenèse est suffisamment connue 
pour qu'ils soient également influencés par l'accumulation de succinate. 
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 L'expression de ces facteurs augmente en condition d'hypoxie ainsi que suite à 
l'injection intracérébroventriculaire de succinate dans les souris de type sauvage. Dans les 
souris n'exprimant pas le GPR91, l'expression est fortement affectée (Article 1; Figure 4). Ceci 
souligne encore l'importance du récepteur dans la médiation des effets du succinate et 
consolide l'idée qu'il est au centre d'un processus complexe. Par analogie, lors de nos travaux 
portant sur l'angiogenèse rétinienne la réduction de l'expression du GPR91 par un ARN 
interférant démontra un effet similaire sur l'expression des facteurs proangiogéniques VEGF et 
Ang1/2. 
 
 La dernière portion de notre étude démontre le rôle de la production de PGE2 et de 
l'activation du EP4 dans la transmission du signal. In vivo, l'injection de succinate induit la 
production de PGE2 (Article 1; Figure 5). Parallèlement, l'induction de VEGF et 
l'augmentation de densité vasculaire suite à l'injection intracérébroventriculaire de succinate 
sont grandement affectées par la co-injection d'un antagoniste du EP4, le L-161982 (Article 1; 
Figure 5). Ces expériences ont été reprises in vitro où la spécificité de ce couplage est 
démontrée par l'emploi de l'antagoniste multispécifique d'EP1-2-3 AH6809 qui est sans effet. 
Un phénomène de spécificité similaire a été observé dans un système de métastase du cancer 
du sein où seul le EP4 influence significativement la production de VEGF (Xin et al., 2012). 
Ces expériences in vitro démontrent également l'effet du L-161982 et de l'indométhacine. En 
parallèle, il est connu que l'expression du récepteur EP4 augmente de façon significative lors 
d'ischémie, renforçant son rôle dans la pathologie (Liang et al., 2011). L'impact de l'axe PGE2-
EP4 sur l'angiogenèse rétinienne a d'ailleurs été démontré antérieurement (Yanni et al., 2009; 
Yanni et al., 2010; Zhang et al., 2011; Xin et al., 2012). 
 
 De façon intéresante, une autre voie de signalisation activée par GPR91, ERK1/2, n'est 
pas impliquée dans l'induction du VEGF suite à la stimulation par le succinate. L'ajout de 
PD98059 n'ayant aucun effet inhibiteur (Article 1; Figure 5). Ce résultat est particulièrement 
intéressant, car plusieurs travaux ont démontré la capacité des voies des kinases d'influencer 
l'expression du VEGF (Pages et al., 2005; Liu et al., 2013). Cela renforce l'idée que dans ce 
cas particulier la contribution de la signalisation par les kinases est faible par rapport au PGE2. 
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 De plus, si l'oxygène influence l'angiogenèse, principalement via HIF, nous 
démontrons l'effet d'un intermédiaire du cycle de Krebs dans la réponse suite à une hypoxie-
ischémie cérébrale. Sous cet aspect, le succinate est d'ailleurs un régulateur des prolyl-4-
hydroxylases (PHD) qui régulent HIF. Cet effet inhibiteur sur le PHD requiert des 
concentrations de l'ordre du milimolaire alors que nous utilisons 100 µM. Néanmoins, afin de 
s'assurer que les effets observés à 100 µM ne dépendent pas de HIF, nous avons employé 
l'inhibiteur de HIF FM19G11 et noté qu'il est sans effet (Article 1; Figure 5). Ces résultats 
suggèrent que le couple GPR91/succinate est responsable de détecter de plus faible situation 
d'hypoxie alors que le système du HIF serait enclenché en cas d'hypoxie plus sévère.  
 
 
 Une cible valable pour le développement de médicament? 
 
 La famille des RCPG contribua de façon importante au développement du médicament 
en général. L'expertise entourant cette famille de récepteur croît sans cesse et nombre de 
nouvelles méthodes permettant de confirmer la spécificité des composés apparaît. Parmi 
celles-ci, citons l'exemple d'une plateforme permettant de déterminer les récepteurs activés par 
un composé donnée. Ces essaies reposent sur la création d'une librairie permettant l'expression 
de tous les RCPG non-olfactif (Allen et al., 2011). 
 
 La question de développer des agents pharmacologiques ciblant le GPR91 est centrale. 
D'une part, les connaissances sur les fonctions de ce récepteur sont encore élémentaires. Autre 
ses effets sur la pression artérielle, la migration de cellules immunitaires et nos travaux sur 
l'angiogenèse peu d'études sont encore disponible. Quand est-il du foie et du pancréas qui 
expriment de façon massive le GPR91? Si l'on tient compte uniquement de nos travaux sur le 
système nerveux central il serait effectivement souhaitable de développer un antagoniste pour 
le traitement de l'angiogenèse pathologique rétinienne et un agoniste pour favoriser la 
récupération suite à une ischémie cérébrale. Un antagoniste a d'ailleurs été produit pour le 
variant humain de GPR91 (Bhuniya et al., 2011). Le groupe ayant mis au point ce composé 
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démontra son effet inhibiteur sur la pression artérielle lors d'une injection de succinate. Bien 
que plusieurs brevets aient protégé des méthodes de développement de composés pouvant 





 Au cours des dernières années, nous avons démontré l'importance du GPR91 et du 
succinate dans le contrôle de l'expression de gènes impliqués dans l'angiogenèse. D'abord dans 
la rétine puis dans le cerveau, ces effets reposent sur la capacité du récepteur à réguler 
l'expression de plusieurs facteurs et c'est pourquoi nous avons utilisé le terme régulateur 
maître (''master regulator'') à plusieurs reprises. 
 
 Sur l'aspect du contrôle des gènes, il aurait été avantageux d'utiliser, en tout début de 
projet, une approche par puce à ARN qui aurait permis de déterminer l'ensemble des gènes qui 
sont induits in vivo suite à l'injection de succinate. Parallèlement, cette méthode aurait pu 
servir à déterminer les gènes sous-régulés dans les souris GPR91-/-. Nous aurions alors eu 
l'opportunité d'étudier d'autres processus impliqués dans le système nerveux central. 
 
 Du point de vue de la localisation, il est essentiel de voir l'impact d'un modèle 
d'hypoxie, préférablement dans la rétine, sur la localisation intracellulaire du GPR91. Selon 
nos résultats in vitro, l'exposition à quelques jours d'hypoxie devrait permettre d'observer un 
changement de distribution en faveur de la membrane plasmique. Le modèle de rétinopathie 
induit par l'oxygène est plus favorable à cette expérience, car la période d'hypoxie dure aussi 
longtemps que le processus de revascularisation n'est pas complété. 
 
 Dans la même veine, l'injection intraoculaire dans les souris GPR91-/- de lentivirus 
codant pour les constructions du GPR91 permettra de reproduire in vivo l'expérience sur les 
anneaux aortiques. Elle confirmera l'effet du changement de la localisation sur l'organisation 





 Ensemble ces deux articles pavent la voie à un champ d’étude visant à déterminer le 
rôle des modifications post-traductionnelles reflétant un état métabolique, sur la fonction d’un 
RCPG et, de ce fait, son rôle physiologique. En effet, il ne suffit plus de comprendre comment 
et quand les RCPG interagissent avec leurs partenaires, mais il faut maintenant déterminer la 
localisation de ces interactions. 
 
 Dans le cas du GPR91, les effets proangiogéniques semblent dépendre de la 
localisation au réticulum endoplasmique; une localisation qui permet l'interaction avec, 
notamment, la machinerie de synthèse de PGE2 qui permet l'induction du VEGF. 
 
 L’importance biologique de cette localisation est diverse, mais soulignons les points 
suivants: 
 
1- Couplage différent selon la localisation (effet sur la signalisation en aval et l'expression 
génique) 
 
2- Accès aux ligands est affecté. La localisation peut favoriser un ligand parmi d'autres 
 
3- Permet d'établir une liste de site d'importance dont des mutations ou des polymorphismes 
peuvent influencer les fonctions biologiques 
 
4- Modifie les paramètres de criblage pour l'identification de nouvelles molécules 
thérapeutiques. 
 
En conclusion, nos travaux démontrent le rôle du GPR91 dans la revascularisation post 
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